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RESUMEN 
Las hormigas cortadoras de hojas (Atta y Acromyrmex) son una de las plagas más relevantes del 
Neotrópico debido a su compleja organización jerárquica en castas, la forma de vida claustral, el 
comportamiento eusocial para cuidar larvas y proteger su hongo simbionte, y la capacidad de 
forrajeo diurno y nocturno. Debido a estos aspectos y a su habilidad para reconocer y remover 
patículas dañinas de su jardín fúngico, el control con agroquímicos ha sido una tarea difícil. Por ello, 
el objetivo de este proyecto fue reconocer si aislamientos de Bacillus thuringiensis y hongos 
recuperados de colonias de zompopas podrían ser agentes de biocontrol de obreras de Atta 
cephalotes. El bioensayo de ingestión con Bt permitió reconocer 3 aislamientos que produjeron 
mortalidades de 45 a 54%, concentraciones subletales entre 9,97×101 y 5,86×107 µg mL-1 y tiempos 
de muerte de 5 y 6 días; valores que coincidieron con los reportes de algunos autores que han 
investigado la entomotoxidad de δ-endotoxinas sobre himenópteros. Los ensayos de patogenicidad 
y virulencia con microhongos permitieron identificar 6 cepas que exhibieron elevada toxicidad y 
fueron morfotípicamente similares a Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces y Aspergillus, 
patógenos que conviven en las colonias de hormigas podadoras, según la literatura consultada. 
Estos entomopatógenos ocasionaron mortalidades entre 81% y 33%, siendo la posible cepa de 
Metarhizium la que generó mayor virulencia sobre las zompopas en relación con las cepas de 
Aspergillus; y cuyos valores de LD50 y LT50 se ubicaron entre 4,28×101 y 1,00×105 esporas mL-1  y entre 
5 y 6 días, respectivamente. 
 
Palabras clave: Atta cephalotes, control biológico de plagas, Bacillus thuringiensis, Metarhizium, 
concentración letal media, tiempo subletal, toxicidad del insecto.  
                                                          
1 Informe presentado para el curso TRABAJO FINAL DE GRADUACIÓN. Escuela de Biología, Instituto 
Tecnológico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica, 2015. 
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Evaluation of the entomopathogenic activity from isolation of fungi and Bacillus 
thuringiensis strains for the potential development of a formulation bioproduct for the 
biological control of leaf-cutting ants, Atta cephalotes 
Esteve Mesén Porras2 
ABSTRACT 
Leaf-cutting ants (Atta and Acromyrmex) are one of the most devastating pests in the Neotropical 
region because of their complex hierarchical organization divided in castes, claustral social life, 
eusocial behavior to care larvae and protect their symbiont fungus and capacity to forage fresh 
leaves during the day or night. Considering these factors, and including their hability to recognize 
and remove potentially harmful particles from their fungus garden, agrochemical control has 
become a hard task to eradicate this pest. Therefore, the objective of this project was to find out if 
Bacillus thuringiensis and fungi strains isolated from leaf-cutting ant nests could be applied as 
bioinfectious agents against Atta cephlotes workers. Ingestion assays adding different Bt lyophilized 
extracts was a proper method to recognize 3 Bt strains that reached mortality percentages in the 
interval of 45 and 54%, with subletal concentrations between 9,97×101 and 5,86×107 µg mL-1, as well 
as subletal times between 5 and 6 days; values that fit with similar reports where δ-endotoxins were 
used to determine their entomotoxicity on hymenopteran species. Patogenicity and virulence 
assays adding microfungi enhanced doses allowed to identify 6 strains that exhibited high toxicity, 
which were morphotypically similar to Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces and Aspergillus, 
common parasites that coexist with leaf-cutting ant colonies according to the consulted literature. 
Those entomopathogenic strains showed mortalities of 81% - 33%, where the possible Metarhizium 
strain produced the higher virulence on insects in comparison with the Aspergillus strains, and LD50 
y LT50 values were estimated between 4,28×101-1,00×105 spore mL-1 and 5-6 days, respectively. 
Key words: Atta cephalotes, pest biology control, Bacillus thuringiensis, Metarhizium anisopliae, 
sublethal concentration, sublethal time, insect toxicity.  
                                                          
2 Report presented to accomplish the licenciature course FINAL GRADUATION PROJECT. Departament of 
Biology, Technology Institute of Costa Rica, Cartago, Costa Rica, 2015. 
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INTRODUCCIÓN 
Las hormigas cortadoras de hojas (orden Hymenoptera: familia Formicidae: subfamilia Myrmicinae) 
pertenecen a la tribu Attini poseen 12 géneros conocidos (Brandão et al., 2011) separados en 3 
clados, aunque los más importantes de la región Neotropical a nivel agronómico son las Attini 
superiores que abarcan los géneros Atta y Acromyrmex (Hölldobler y Wilson, 2011). Este grupo de 
zompopas poseen una complejidad organizacional porque tienen un comportamiento eusocial para 
la división de labores y el cuidado de crías (Baer, 2015; Wilson y Nowak, 2014), su sistema de 
comunicación en colonia (particularmente trofilaxis y antenación) y su respuesta inmune al ataque 
de patógenos mediante auto-acicalamiento o acicalamiento social (Freddie-Jeanne y Errard, 2009). 
Parte de la complejidad por la que se caracterizan estos insectos sociales deriva del mutualismo 
bipartita con el basidiomicete Leucoagaricus gongylophorus (Gadau et al., 2012), el cual es 
mantenido por las obreras y en retribución, el hongo conformado como un jardín fúngico nutre a la 
reina y la mayor parte de la colonia con diversas fuentes de carbono acumuladas en un estructura 
vacuolizada llamada gongylidia (Freitas, 2010; Mueller, 2002). Para la manutención del jardín 
fúngico en cámaras subterráneas, las obreras forrajeras defolian árboles y arbustos para recolectar 
hojas frescas, que posteriormente son procesadas en la colonia (Klingenberg, 2006; Ward, 2014). 
Por lo tanto, considerando todos estos elementos, junto con el comportamiento de forrajeo diurno 
y nocturno (Mehdiabadi y Schultz, 2010) y el hecho de que la defoliación parcial o total del material 
vegetal ha acarrerado una serie de problemas fitosanitarios para los agricultores debido a los daños 
ocasionados a cultivos de importancia agronómica (Escobar-Durán et al., 2002; Klingenberg, 2006); 
se han desarrollado estrategias de control químico incorporando cebos granulados que contengan 
un atrayente, aunque la efectividad del ingrediente químico activo ha sido variable debido a los 
hábitos higiénicos de las zompopas (Nickele et al., 2013; Vergara-Castrillón, 2005). 
Por estos motivos y tomando en cuenta que el uso de agroquímico no sólo afecta la salud humana, 
sino también puede ocasionar la contaminación indirecta de fuentes de agua debido a altos niveles 
de restos de agroquímicos traza (Parral, 2012), las estrategias de control biológico se han convertido 
en una alternativa eco-amigable, inocua y segura para generar una productividad agrícola sostenible 
(Donoso et al., 2011). De esta manera, se han planteado estudios de investigación enfocados en la 
utilización de agentes bioinfecciosos como hongos y bacterias ambientales autóctonos para 
controlar plagas agrícolas como las zompopas (Kaya y Kaya, 2012). 
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Una de las estrategias más conocidas es la utilización de las δ-endotoxinas que produce la bacteria 
entomopatógena Bacillus thuringiensis (Bravo et al., 2008; Vázquez-Pineda et al., 2012), la cual 
actúa a nivel digestivo. Las toxinas de Bt son lo suficientemente específicas para unirse a receptores 
de membrana, elicitar la vacuolización de las células asociadas con la membrana plasmática del 
insecto-blanco y ocasionar la parálisis intestinal (Bravo et al., 2012; Schünemann et al., 2014). 
Además, existe la alternativa de incorporar esporas pasivas de hongos del Phylum Ascomycota 
(Boomsma et al., 2014; Khan et al., 2012) las cuales germinan y se unen de manera específica a las 
capas cuticulares del insecto. Posteriormente, la espora germinal ingresa a la hemolinfa, parasitar 
el cuerpo del insecto e invadir sus membranas intersegmentales para inducir la muerte celular por 
crecimiento saprófito de las hifas de hongo (Singh-Sandhu et al., 2012; Sinia, 2013). 
Basados en los argumentos mencionados, se planteó como objetivo del presente proyecto evaluar 
la patogenicidad y virulencia de una colección cepas de hongos y B. thuringiensis aislados de diversas 
fuentes (hormigas vivas, cadáveres de insectos, suelo, jardín fúngico y cámaras de desecho) 
asociados a colonias de zompopas de Atta colombica y recuperados en Costa Rica para combatir 
hormigas de la subcasta forrajera de la especie Atta cephalotes. Para lograrlo, partiendo de los 
aislamientos que obtuvieron los colegas Fabián Cerdas (cepoteca de B. thuringiensis) como Juan 
Carlos Cambronero (colección de hongos), se hizo una selección preliminar de posibles patógenos. 
En el caso de las cepas de B. thuringiensis congeladas en glicerol al 20% (v/v), se tomó un preinóculo 
(Lauria-Bertani), que se cultivó posteriormente en un medio con nutrientes limitado (HCT) para 
inducir la esporulación y eventual producción de las proteínas Cry. Una vez verificado el cultivo puro 
(solución de Coomasie 0,025% m/v), las células esporuladas embebidas en el medio HCT pasaron 
por un proceso de centrifugación (10000 × g) y lavados (NaCl 1 mol mL-1), los extractos resultantes 
fueron liofilizados (-41 °C, 25 Pa) para que las muestras secadas no perdieran actividad. Cada 
liofilizado de 15 posibles cepas promisorias se sometió a 5 diluciones seriadas (1000 a 0,1 µg mL-1) 
para estandarizar las dosis, las cuales fueron incorporadas en dieta artificial (basado en el protocolo 
de Silva et al. (2003) con citropulpa al 1% m/v como atrayente), que fue suministrada a las forrajeras 
(n = 10, r = 3) con el objetivo de cuantificar la mortandad 7 días post-bioensayo. Una vez que las 
obreras murieron ó después de concluido el bioensayo, las zompopas fueron sometidas a 
disecciones para ubicar las partículas de dieta en disolución teñidas con colorante azul de cocina. 
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Las 30 cepas de hongos seleccionados preliminarmente fueron reactivadas (PDA) y luego de 10 días 
se recuperaron las esporas asexuales (Tween 80® 0,01/ v/v), se cuantificaron las esporas para 
estadarizar la dosis a aplicar (10000 esporas µL-1 en pruebas de patogenicidad y de 1000 a 0,1 
esporas µL-1 en pruebas de virulencia), la cual se incorporó individualmente en el tórax de los sujetos 
de estudio que fueron aislados de su colonia (n = 10, r = 3). Transcurridos 7 días, se cuantificó el 
número de zompopas muertas, cuyos cadáveres fueron dispuestos en cámara húmeda para llevar a 
cabo la identificación taxonómica de las 6 mejores cepas (Samson et al., 1988; Huber, 2012). 
Con todos los resultados reportados, se procedió a hacer el análisis estadístico respectivo con 
pruebas paramétricas (ANOVA de una vía y Probit) y no paramétricas (Krustall-Wallis, Kaplan-Meier) 
para comparar los promedios/medianas de cada uno de los tratamientos con controles positivo y 
negativo y entre sí, considerando una significancia de 5%. 
Los resultados de las pruebas de virulencia con Bt, sólo 3 aislamientos (Bt28, Bt29 y Bt44) 
permitieron obtener una mortalidad acumulada cercana a 45% sobre las zompopas evaluadas, 
comparado con el resto de tratamientos y fue más comparable con una cepa comercial de Bt subs. 
israelensis que se empleó como control positivo (Bti1A, x ̄ = 73,79%), mas no así con el control 
positivo químico de ácido bórico (x ̄= 99,18%). La baja eficiencia demostrada en este estudio con las 
cepas probadas ha sido reportada por otros investigadores (Castilhos-Fortes et al., 2002; Lingathurai 
et al., 2015; Pinto et al., 2003), quienes obtuvieron concentraciones subletales similares a las 
presentadas en este trabajo con las cepas probadas (LC50 entre 9,97×101 hasta 5,86×107 µg mL-1).  
Parte de lo que pudo reducir la entomotoxicidad de las cepas de Bt hacia las proteínas tóxicas deriva 
del fenónemo de acidificación progresiva, que como sugiere Erthal Jr et al. (2004), dicho aspecto 
pudo afectar la activación de las toxinas porque las enzimas presentes y el pH del canal alimentario 
de las zompopas de Acromyrmex subterraneus disminuye paulatinamente conforme la dieta 
atraviesa el intestino anterior (pH = 8.2-6.0), medio (pH = 7.6-6.4) y posterior (pH = 5.0-3.0); y el 
intestino parece no ser lo suficientemente alcalino (pH = 8.0) para solubilizar eficientemente las δ-
endotoxinas. Además, otros aspectos que también se conocen y pudieron aumentar la tolerancia 
de los insectos hacia las proteínas Cry fueron la capacidad de auto-renovación de tejidos epiteliales 
cuando se forma el poro lítico inducido por las toxinas (Engel y Moran, 2013), así como la falta de 
conocimiento científico acerca de los receptores de membrana asociados con las membranas de 
vesícula de borde en cepillo a los que se unen las protoxinas (Palma et al., 2013). 
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Por su parte, en el caso de los hongos, con la prueba de patogenicidad (10000 esporas µL-1), se 
detectaron 6 cepas (27A, 30U, LD10314, 29AL, 29AI y 30N) que exhibieron mortalidades entre 90-
100%; mientras que las restantes 24 alcanzaron mortalidades promedio entre 50 y 85%. Tales 
resultados fueron asociados con otros estudios (Abril y Bucher, 2007; Merino et al., 2007), quienes 
obtienen recuperaciones de 2-5 cepas de una colección superior a 50 en varios casos al evaluar otros 
grupos de himenópteros. Los aspectos más importantes que pudieron mermar la capacidad 
infectiva de la mayor parte de hongos evaluados sobre las zompopas procede de las defensas 
cuticulares y epiticulares que poseen estos insectos (lípidos, quinonas, difenoles), así como la 
capacidad de melanización de la cutícula que pudo favorecer el endurecimiento y la esclerotización 
de los tejidos asociados con esta barrera física (Tsutsui, 2015; Wilson y Cotter, 2013). 
Finalmente, la clave taxonómica permitió dilucidar 4 géneros de hongos (Aspergillus, Paecilomyces, 
Metarhizium y Beauveria), reconocidos por técnicas moleculares como entomopatógenos de Atta y 
Acromyrmex por otros autores (Pereira, 2014; Rodrigues et al., 2008). Los porcentajes de mortandad 
acumulados para estas cepas fueron más promisorios en comparación con los obtenidos con las 
cepas de Bt, ya que variaron desde 80,6% (30U) hasta 33,4% (30N). La posible cepa de Metarhizium 
correspondiente a 30U fue la más promisoria, y la literatura respalda este hecho, dado que este 
género de ascomicete tiene una serie de características que la hacen tener más ventajas (toxinas 
eficientes llamadas destruxinas, adhesinas, hidrofobinas proteínas para evadir sistema inmune) que 
las hacen más competentes respecto de los otros géneros (Spiteller, 2015; Xiao et al., 2012). 
Los altos niveles de mortandad exhibidos por estas cepas resultaron por tanto en dosis y tiempos 
subletales considerablemente más bajas que las cepas de Bt (LD50 = 43 y 1×105 esporas µL-1 y LT50 
entre 5 y 6 días en la mayoría de cepas), valores que coinciden o son muy similares a los reportados 
por otros autores con insectos sociales como las termitas u otros himenópteros (Sileshi et al., 2012; 
Johny et al., 2012; Giraldo, 2014). Por consiguiente, para estas 6 cepas, que posiblemente sí lograron 
penetrar la cutícula, su actividad pudo ser baja debido a factores como ser patógenos casuales y 
actuar por inmunosupresión (caso de posibles Aspergillus 29AI y 30N) (Santi et al., 2010) o por los 
mecanismos innatos de defensa de estos insectos (self-grooming, aplicación de antimicrobianos y 
ácidos eficientes como el ácido fenilacético), que pudieron mermar la actividad. 
Así, se concluye que se recuperaron 3 cepas de Bt (28, 29 y 44) y 6 cepas de hongos (30U, LD10314, 
30N, 29AI y 29AL) que se podrían revalorar y analizar con pruebas sinérgicas a corto-mediano plazo. 
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MARCO TEÓRICO 
1.1 Generalidades de las hormigas de la tribu Attini 
Las hormigas (orden Hymenoptera: familia Formicidae: subfamilia Myrmicinae) pertenecen a la tribu 
Attini, la cual comprende 12 géneros y 291 especies descritas; cuyo número de especies por género 
es el siguiente: Acromyrmex (62), Apterostigma (44), Atta (19), Cyphomyrmex (40), Mycetogroicus 
(4), Mycetarotes (4), Mycetophylax (1), Mycetosoritis (5), Mycocepurus (6), Myrmicocrypta (32), 
Sericomyrmex (22) y Trachymyrmex (52) (Brandão et al., 2011). No obstante, las hormigas 
cortadoras de hojas que corresponden a los géneros Atta y Acromyrmex, son el grupo de hormigas 
más reconocido y abundante de la región Neotropical (Della-Lucia, 2003). Los nombres comunes de 
estos insectos incluyen: saúvas (para el género Atta), quenquéns (género Acromyrmex), bibijagua, 
hormiga podadora, hormiga isau, hormiga cabezuda, bachaco, codauca, hormiga cultivadora de 
hongos, hormiga forrajera, hormiga parasol y hormiga minera (Della-Lucia, 2003; Giraldo et al., 
2011), aunque en Costa Rica se les designa coloquialmente como hormigas zompopas. 
La tribu monofilética Attini está conformada por tres grandes grupos: dos géneros 
filogenéticamente derivados forman el clado de “Attini superiores”, otros dos géneros compreden 
el clado de “Attini intermedios” y los restantes ocho géneros son menos diversos y pertenecen al 
grupo de “Attini basales” (Cuadro 1) (Mehdiabadi y Schultz, 2010). A pesar que todas las hormigas 
de esta tribu son referidas como cultivadoras de hongos, sólo los Attini superiores Atta y 
Acromyrmex que son herbívoras y fungívoras causan los daños más relevantes, por lo que son 
nombradas como hormigas cortadoras de hojas (Currie, 2001; Klingenberg, 2006; Ward, 2014). 
A pesar que las hormigas cortadoras de hojas son polífagas, se ha estudiado que estos insectos 
tienen preferencia por algunas especies de plantas (Cuadro 1) y pueden viajar distancias 
considerables desde el nido para encontrar un cultivo adecuado a través de los trillos que ellas 
construyen (Poutasse, 2010). De hecho, Link (1997) menciona que las hormigas Atta cortan 
indiferentemente hojas anchas y angostas; pero la preferencia de hojas en Acromyrmex varía de 
acuerdo con la especie. Este criterio es apoyado por el trabajo de Kooij et al. (2014)3, quienes 
encontraron que de un número estadísticamente significativo de individuos (n = 43 – 1724) de tres 
especies del género Atta (A. cephalotes, A. colombica y A. sexdens) y tres especies del género 
Acromyrmex (A. echinatior, A. octospinosus y A. volcanus) ubicados en la localidad de Gamboa, 
                                                          
3 Los datos del material vegetal forrajeado (flores, frutos, hojas de plantas herbáceas, hojas de árboles y otros) 
fueron transformados al log10 y se analizaron con el software R, mediante el Modelo Linear de Efectos Mixtos. 
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Panamá;  las hormigas Atta presentaron menor uniformidad en el forrajeo de material vegetal (D = 
1,42 ± 0,08 SE) en relación con las hormigas Acromyrmex (D = 1,86 ± 0,13 SE, p = 0,024). 
Asimismo, estos investigadores averiguaron que el índice promedio de forrajeo de material vegetal 
fue de 3374±476 SE hormigas hora-1 en los tres géneros Atta y 80±14 SE hormigas hora-1 (p < 0,0001) 
en los tres géneros de Acromyrmex. De igual forma, destacaron que Atta cosechó más hojas de 
árboles que Acromyrmex (p < 0,0001), mientras que las hormigas Acromyrmex forrajearon más 
fragmentos de flores que las obreras Atta (p < 0,0001); resultado que se correlacionó con la 
preferencia al material vegetal que cortan estos dos grupos de hormigas y con el tipo de enzimas 
identificadas en los hongos cultivados de Atta y Acromyrmex (Kooij et al., 2014). 
Cuadro 1. Características de los tres clados derivados de hormigas de la tribu Attini. 
Grupo de la 
tribu Attini 
Géneros de 
hormigas 
Sustrato proporcionado 
al jardín fúngico 
Polimorfismo 
de las castas 
Tamaño máx. de 
la colonia 
Fundación de 
colonias 
Superior Atta  
Acromyrmex  
Hojas frescas; y en menor 
medida de flores, frutos, 
debris vegetal y semillas 
(Acromyrmex) 
Altamente 
polimórficas 
Nidos de 17 mil a 
8 millones de 
obreras con 3500 
cámaras (Atta) 
Enclaustrada 
(Atta) o semi-
enclaustrada 
(Acromyrmex) 
Intermedio Sericomyrmex 
Trachymyrmex  
Debris vegetal, frutos, 
semillas, partes florales, 
restos de insectos; y en 
menor medida hojas 
frescas 
Monomórficas 
y en ocasiones 
exhiben 
polimorfia 
Nidos que tienen 
100-3000 obreras 
ubicados en el 
suelo 
Oligándrico 
Basal o 
primitivo 
Apterostigma 
Cyphomyrmex 
Mycetosoritis 
Mycetophylax 
Mycocepurus 
Mycetarotes 
Myrmicocripta 
Mycetagroicus  
Debris vegetal; y en 
menor medida heces y 
cadáveres de insectos, 
semillas, savia, néctar, 
flores, madera en 
descomposición 
(Apterostigma) y frutos 
Monomórficas Nidos de 10-500 
obreras con una o 
dos cámaras en el 
suelo o en madera 
en 
descomposición 
(Apterostigma) 
Monándrico 
Fuente: Adaptado de De Fine Licht y Boomsma (2010), Klingenberg (2006) y Mehdiabadi y Schultz (2010). 
La preferencia por follaje fue comprobada por Rodríguez et al. (2008), cuyo estudio comparativo 
evidenció que A. cephalotes tuvo una marcada preferencia por hojas de mango (Mangifera indica, 
Anacardiaceae) con respecto a camarón (Pachystachys lutea, Anacardiaceae) ó botón de oro 
(Tithonia diversifolia, Asteraceae) (p < 0.000001); lo cual se correlacionó con el estado fisiológico de 
la planta. Según los autores, estas observaciones sugieren que A. cephalotes utiliza una combinación 
de estrategias de (1) cortar las plantas de preferencia según su abundancia relativa y (2) forrajear 
selectivamente plantas de menor preferencia con una baja oferta de especies de mayor calidad. 
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1.1.1 Origen y distribución geográfica de los géneros Atta y Acromyrmex 
Las zompopas se originaron en el Neotrópico después de la separación de América del Sur y África 
(Currie, 2001). Actualmente, las hormigas Attini se distribuyen en la región Neotropical que abarca 
desde los 40°N (New Jersey, Estados Unidos) hasta los 44°S (Chubut, Argentina) (Hölldobler y 
Wilson, 2011); por lo que las zompopas ocupan ecosistemas desérticos y selvas, aunque aquellas 
que habitan selvas han sido más estudiadas por la defolación ocasionada en los bosques y por su 
función dentro del ciclo de nitrógeno (Nobua-Behrmann, 2014). 
De las 21 subfamilias de hormigas descritas en la actualidad, la subfamilia Myrmicinae abarca la 
mayor distribución geográfica (48,18%) y por ende, esta subfamilia de hormigas domina la mayoría 
de hábitats terrestres alrededor del mundo. Este valor procede del comportamiento cláustrico de 
la colonia, que le permite especialmente a la reina protegerse de cualquier amenaza (parásitos, 
competidores, enemigos naturales) del ambiente externo, así como la jerarquización de castas y la 
eusocialidad de los miembros para el cuidado progresivo y la alimentación de las crías hasta que 
alcanzar su madurez, así como la prevención de un brote de parásitos que puedan dañar al resto de 
miembros del nido (Wilson y Nowak, 2014); como se explicará en detalle en las siguientes secciones. 
1.1.2 Características anatómicas de los géneros Atta y Acromyrmex y arquitectura del nido 
Las hormigas de los géneros Atta Frabricius (1804) y Acromyrmex Mayr (1865) son los insectos 
eusociales más estudiados por su alta diversidad en países como Brasil (9 especies del género Atta 
y 18 del género Acromyrmex) y Argentina (4 especies del género Atta y 17 del género Acromyrmex) 
y porque habitan en grandes colonias subterráneas monogénicas que constan de una serie de 
cavernas o cámaras subterráneas que constituyen complejas estructuras que les proporcionan 
refugio y protección al hongo cultivado, la reina y sus crías (Uribe-Celis, 2013). El género Atta es el 
grupo más conspicuo de la tribu Attini, constituyen colonias más grandes y son capaces de cubrir 
una mayor densidad de individuos por hectárea (más de 5 millones de individuos por colonia) en 
comparación con las hormigas Acromyrmex; quienes crean colonias con menos número de sujetos, 
pero poseen el mismo grado de polimorfismo (Bolton et al., 2007; Branstetter y Sáenz, 2012). 
Anatómicamente; las saúvas (Atta) se distinguen de los quenquéns (Acromyrmex) en que las 
primeras poseen una coloración rojiza o carmelita, tienen 3 pares de espinas dorsales en el tórax 
(mesosoma), un abdomen liso con sedas, no tienen protuberancias entre el pedicelo y el gáster, no 
más de una espina en los lóbulos laterales de la cabeza, y las obreras miden 0,7-1,0 cm (Figura 1A y 
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1B); mientras que los quenquéns son de color marrón oscuro, poseen 4-5 pares de espinas dorsales 
en el tórax, un abdomen tuberculado de superficie irregular y con diminutos cráteres (sedas 
engrosadas), un pedicelo y el primer segmento del gáster con pequeñas protuberancias, muchas 
espinas en los lóbulos laterales de la cabeza y las obreras miden 0,8-1,2 cm (Figura 1C) (De Souza, 
2012; Herrera-Salazar, 2009; Herrera y Valenciaga, 2011; Varón et al., 2008). 
 
Figura 1. Vista macropscópica de tres especies de hormigas zompopas de la casta de obreras forrajeras. (A) 
Atta colombica, (B) Atta cephalotes, (C) Acromyrmex octospinosus. 
Se cree que sus estructuras anatómicas espinosas ayudan a las zompopas a prevenir la oviposición 
de parásitos de moscas (Phylum Diptera: orden Phoridae) que son recurrentes en la depredación y 
control natural de estos insectos; mientras que las mandíbulas son apéndices cefálicos que permiten 
cortar y transportar fragmentos de vegetación fresca, podar las hifas del hongo simbionte, trasladar 
y mover las crías y construir túneles y cámaras (Herrera y Valenciaga, 2011). 
La estructura interna y externa de los nidos de ambas especies de hormigas forrajeras también 
presentan diferencias; donde las hormigas del género Atta ocupan áreas de hasta 25 m2 de tierra 
suelta en la superficie con un largo total del hormiguero de hasta 200 m2, crean bocas de entrada 
que asemejan una estructura cónica con gran cantidad de tierra excavada en el conglomerado 
central, poseen miles de cámaras internas de hasta 7 m de profundidad (Herrera-Salazar, 2009; Link, 
1997) con una población estimada de hasta 6 millones de obreras con gran actividad forrajera (Dos 
Santos, 2013); mientras que el género Acromyrmex construye montículos de forma cónica achatada 
con escasa actividad forrajera visible alrededor del nido, poca tierra excavada en el conglomerado 
central, de 1 a 26 cámaras subterráneas de 3 m de diámetro y un máximo de 4 m de profundidad, 
donde habitan 1,7 ×104–8,0×106 obreras (Michel et al., 2001; Nickele et al., 2013). 
Estos datos sugieren que los nidos de homigas zompopas tienen un arreglo espacial que conforman 
estructuras complejas integrado por cámaras subterráneas interconectadas a través de túneles, 
cuyas profundidades varían con el tipo de suelo, el límite de agua subterránea y el microclima 
(Moreira et al., 2004). Las altas densidades de individuos que habitan la colonia y que pueden 
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alcanzar hasta 8×106 hormigas colonia-1 son responsables de establecer el patrón de sucesión y 
colonización de estos insectos sociales (Benckiser, 2010). En Costa Rica, los nidos de zompopas 
aparecen en bosques y sistemas cultivados, así como en zonas alteradas por el ser humano como 
lotes baldíos, huertos, jardines, patios y caminos (Varón et al., 2008). 
1.1.3 Ecología y ciclo de vida de las hormigas cortadoras de hojas 
La eusocialidad desarrollada por insectos sociales es la forma más compleja de socialidad y se ha 
descrito como el estado de cooperación para el cuidado de crías (huevos y larvas) dentro una 
comunidad de individuos, repartición de labores y superposición de generaciones en la colonia 
(Baer, 2015; Yan et al., 2014). Este comportamiento se alcanza bajo tres criterios biológicos: 1) la 
división reproductiva de labores (con o sin castas estériles), 2) la superposición generacional y 3) el 
altruismo y la cooperación en el cuidado de los individuos en estado juvenil (De Souza, 2008). 
Esta capacidad social es lo que le ha permitido a las zompopas diversificarse y colonizar de forma 
exitosa los ecosistemas del Neotrópico, además de desarrollar una compleja red de interacciones 
con bacterias, hongos, plantas y otros animales (Ward, 2014); especialmente por el hecho de 
instituir una división de labores en el nido. Por estas razones, estos himenópteros poseen una 
organización social compleja porque han producido individuos temporales (alados y fértiles) y 
permanentes (ápteros e infértiles), que discrepan en el tipo de alimentación que recibe el resto de 
castas (De Souza, 2012). Además, exhiben una “disciplina militar”; lo que significa que este 
himenóptero está segmentado en ocho castas que desempeñan funciones diferenciadas dentro del 
nido según su tamaño, como describen Della-Lucia y Vilela (1993), Dijkstra et al. (2004), Herrera-
Salazar (2009), Smith et al. (2009), Suárez-Gómez y Tofiño-Rivera (2012) y Vergara-Castrillón (2005): 
1) Obreras: son los individuos que constituyen el mayor porcentaje de miembros que habitan 
la colonia, son altamente polimórficas y están divididas en seis subcastas: 
a. Exploradoras: inspeccionan los terrenos y seleccionan el material vegetal a cortar y 
que debe ser enviado al nido, por lo que deben guiar a las forrajeras. 
b. Cortadoras: seccionan la vegetación con sus grandes mandíbulas, construyen 
caminos de forrajeo y dan mantenimiento al vertedero de desechos (Figura 2A). 
c. Cargadoras: transportan el material vegetal desde el punto donde se cortan los 
fragmentos vegetales hasta las cámaras del nido. 
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d. Escoteras: limpian las partes de plantas recién cortadas para prevenir la entrada de 
otros insectos y cuerpos extraños en el nido. 
e. Jardineras: son hormigas mínimas que dan manutención al jardín fúngico y 
protección a la reina, fraccionan los trozos vegetales en fragmentos más pequeños, 
alimentan a las crías y a la reina mediante trofilaxis, defienden y transportan los 
huevos y larvas inmaduras que representan el 60% de la colonia. 
f. Soldados: se diferencian de otras castas por su cabeza más desarrollada que el resto 
de castas, defienden el hormiguero de amenazas externas con ayuda de sus fuertes 
mandíbulas (Figura 2B) y se mantienen vigilando las entradas del jardín fúngico. Esta 
casta sólo se presenta en el género Atta y miden cerca de 1,0-1,3 cm. 
2) Reina: es el insecto que gobierna el hormiguero, quien posee mayor tamaño en la colonia 
(2 cm) y es más longevo (más 20 años) que el resto de individuos de la colonia (las obreras 
viven de 4 a 7 meses, los soldados tienen una vida útil de 2 años y el hormiguero puede 
durar más de 20 años). Una reina de Atta colombica almacena inicialmente 450 milllones de 
espermatozoides para matener colonias por décadas y ovispositar entre 150-200 millones 
de huevos durante su vida, que darán origen a nuevas obreras de todas las castas para 
establecer y mantener el nido (Figura 2C) (Baer, 2015; Hölldobler y Wilson, 2011). 
3) Hembras aladas: junto con los machos, son los únicos individuos fértiles dentro la colonia 
porque su labor es perpetuar la especie al procrear nuevos individuos; por lo que una vez 
fertilizadas en el aire durante el vuelo nupcial pierden sus alas y se entierran para fundar 
una nueva colonia y convertirse en la reina si logran sobrevivir los depredadores (Fig. 2D). 
4) Machos alados: son individuos temporales porque aparecen en la época de apareamiento 
para fertilizar las hembras aladas y mueren en el suelo unas horas o un máximo de dos días, 
una vez que concluye el vuelo nupcial (Figura 2E). 
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Figura 2. Vista macroscópica de las castas de insectos temporales y permanentes presentes en una colonia de 
de hormigas cultivadoras de hongos de la especie Atta cephalotes. Individuos permanentes: (A) Obrera 
forrajera y (B) soldado; individuos temporales: (C) reina áptera, (D) hembra alada y E) macho alado. 
Atta y Acromyrmex tienen un sistema de determinación sexual haplo-diploide en el que los machos 
se desarrollan por partenogénesis de huevos haploides no fecundados y las hembras – sean reinas 
vírgenes o nuevas obreras – derivan de huevos diploides fertilizados (López-Riquelme y Ramón, 
2010; Smith et al., 2009). Así, la zompopa es un insecto holometábolo que alcanza una metamorfosis 
completa y su ciclo evolutivo comprende 5 etapas que son el huevo, que da origen al estado larvario, 
pasa a la etapa de pre-pupa y luego al estadío de pupa, que concluye en la etapa de adulto (De 
Souza, 2012). Auson (2011), Pérez (2009), Vaccaro y Mousques (1997) y van Gils (2011) mencionan 
que el ciclo de vida de estos himenópteros consta de tres etapas: 
[1] Fundación: la reina recién inseminada almacena de 300 a 7000 millones de espermatozoides 
viables en una bolsa anatómica de su abdomen llamada espermateca  para asegurar su 
reproducción por 10 a 20 años; se desplazan hasta 10 km y aterrizan en el suelo en busca 
de un sitio de nidificación. La nueva reina se desprende de sus alas con movimientos fuertes 
contra el suelo para empezar a construir el orificio de la primera cámara subterránea (10 h), 
en el que se entierra para regurgitar un inóculo del hongo de su cavidad infrabucal (48 h) y 
con reservas de grasa en su cuerpo y de proteínas de sus músculos alares hacen la postura 
de las primeras crías (4 – 6 días), que serán alimentadas por secreciones de la reina y del 
hongo (López-Riquelme y Ramón, 2010). 
[2] Crecimiento ergonómico: ocurre una vez que madura la primera generación de obreras (62 
a 66 días), cuando éstas se abren camino hacia arriba excavando a través del canal de 
entrada obstruido (90 días) y comienzan a crear más cámaras y forrajear material vegetal 
fresco que servirá como sustrato en la cámara de cultivo del hongo. En esta etapa, la labor 
de la reina se reduce a poner huevos y mantener el control feromonal de la colonia; la cual 
es autosuficiente porque sobrepasó las adversidades ambientales y estableció un sistema 
de división de labores donde todos sus miembros se orientan en la búsqueda de alimento, 
la crianza de nuevas obreras y contribuyen a la expansión en el hormiguero. El desarrollo 
del nido maduro puede tardar hasta 3 años para Atta y 1 año en Acromyrmex, en cuyo 
periodo ya se gestó la primera generación de insectos alados (Vaccaro y Mousques, 1997). 
[3] Reproducción: luego de ≈38 meses desde su fundación, la colonia madura produce nuevas 
hembras y machos alados para iniciar un nuevo proceso de colonización al inicio de la 
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estación lluviosa, donde ≈3000 hembras y 15000 machos abandonan la colonia para realizar 
el vuelo nupcial; que se origina cuando las reinas vírgenes almacenan un pellet del hongo 
del nido materno en su compartimiento infabucal y vuelan para ser fecundadas por uno 
hasta ocho machos. Cabe mencionar que la renovación del ciclo de vida se alcanza si la 
hembra fertilizada sobrevive los peligros de su viaje inicial, ya que se vuelven susceptibles 
al ataque de depredadores y la mortalidad de las nuevas reinas suele ser muy alta4. 
El tiempo que tarda el vuelo nupcial depende de la especie (Atta o Acromyrmex). En el caso de Atta 
bisphaerica, se estima que esta actividad es recurrente en días con alta intensidad de luz, bajo 
condiciones de elevada humedad relativa y durante las 11:00 y 14:00 horas (Ichinose et al., 2004). 
Aparte, se ha hipotetizado que la capacidad poliándrica de las reinas para aparearse con varios 
machos alados es lo que permitió desarrollar la diversidad evolutiva entre castas y la creación de 
individuos cada vez más resistentes al ataque de parásitos del suelo; aunque también se ha sugerido 
que debido a la relativa heterogeneidad genética de las zompopas, algunos genotipos suelen ser 
más vulnerables al ataque de patógenos altamente evolucionados (Hughes et al., 2008). 
1.1.4 Comportamiento social de las zompopas 
Las zompopas manejan todo un sistema de comunicación en masa que depende del intercambio y 
reconocimiento de olores que son producidos a través de señales bioquímicas; y Auson (2011) 
comenta que los insectos sociales cuentan con 12 categorías funcionales para su auto-organización: 
1) Alarma: se origina en respuesta a la invasión de enemigos externos en cámaras del nido. 
Esta respuesta que se produce por “antenación” es importante para que los individuos 
moribundos perezcan en aislamiento social (Heinze y Walter, 2010), así como para que otros 
miembros de la colonia reconozcan y entierren cadáveres del jardín fúngico en las cámaras 
de basura donde se descartan los desechos del nido (Sun y Zhou, 2013). 
2) Atracción: que conduce a la agrupación de las forrajeras a lo largo de los senderos. 
3) Reclutamiento: comportamiento que ocurre en la búsqueda de sitios para alimento, nuevos 
sitios para albergar la colonia e identificación sobre la ubicación de enemigos naturales. 
4) Acicalamiento social (grooming): es un mecanismo de “inmunidad social” bajo el cual se da 
la asistencia en el cuidado de crías, mantenimiento del olor de la colonia, sanitización del 
jardín fúngico, minimización de la entrada y el desarrollo de agentes indeseados para 
                                                          
4 De 10 hembras que son fertilizadas, 1 de cada 10 (proporción de 1:10) logra sobrevivir las condiciones 
ambientales. Menos del 1% de estas sobrevivientes tendrán éxito en llevar su colonia a la madurez.  
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prevenir infestaciones, y remoción de sustancias químicas que se desarrolla con un 
comportamiento higiénico entre los miembros de la colonia (Benckiser, 2010). 
5) Trofilaxis: se considera un comportamiento higiénico que se realiza para la transferencia de 
alimento líquido de forma oral, anal, fluidos corporales y feromonas. 
6) Intercambio de partículas: ocurre durante el traslado de alimento sólido. 
7) Efecto grupal: es un comportamiento de defensa conductual para estimular o inhibir 
colectivamente una actividad en particular, y ha sido útil para disuadir enemigos naturales 
o secuestrar sustancias tóxicas mediante la expresión de compuestos bioquímicos o una 
sobrecarga sensorial para inhibir sus patas, alas o partes bucales (Kaltenpoth y Engl, 2014). 
8) Reconocimiento: de compañeros y castas del nido para agruparse. 
9) Determinación de castas: sea para estimular o inhibir el desarrollo de cierta casta. 
10) Control de la competencia: ocurre durante la época de reproducción. 
11) Establecimiento de marcas territoriales o de orientación: el establecimiento de trillos o 
senderos que conducen al hormiguero es vital para ubicar a las obreras forrajeras en un 
punto específico para cortar fragmentos de material vegetal, y también es importante para 
acarrear desechos o restos de insectos hacia los basureros (Uribe-Celis, 2013). 
12) Comunicación sexual: que incluye reconocimiento entre especie, de género, sincronización 
de la actividad sexual y respuestas a rivales durante la competencia sexual. 
Dados estos comportamientos bioquímicos que realizan las zompopas, Freddie-Jeanne y Errard 
(2009) averiguaron que las castas de obreras mayores y las forrajeras de Acromyrmex octospinosus 
(67%) y Acromyrmex subterraneus (63%) gastaban más tiempo en realizar la trofilaxis, el auto-
acicalamiento y el acicalamiento social (del inglés self-grooming y allo-grooming) en relación con las 
obreras intermedias, las mínimas y las jardineras; y concluyeron que las obreras mayores y forrajeras 
se enfocaban en llevar a cabo estas funciones para prevenir el desarrollo de patógenos en el nido, 
apaciguar la tensión social y distribuir la savia de plantas y néctar floral; mientras que las castas 
restantes, al encontrarse en contacto directo con el hongo simbionte, en algunas ocasiones 
regurgitan gotículas endógenas del hongo cultivado en la superficie del jardín sobre otra obrera para 
prevenir la propagación de infecciones o enfermedades en la colonia. 
El comportamiento de sanitización a través de grooming mediado por las glándulas metapleurales 
entre diversas especies de cultivadoras de hongos (Atta cephalotes, A. sexdens, A. colombica, 
Acromyrmex octospinosus, Trachymyrmex cf. cornetzi, Sericomyrmex amabilis, Sericomyrmex spp. 
14 
 
1, Trachymyrmex zeketi y Cyphomyrmex longiscapus) también fue evaluado por Fernández-Marín 
et al. (2009) mediante un modelo lineal general antes y después de añadir inóculos del 
entomopatógeno Metarhzium spp. y el patógeno Escovopsis spp. al jardín fúngico; y averiguaron 
que el índice de grooming fue más pronunciado en A. colombica y S. amabilis en comparación con 
Ac. octospinosus y T. zeketi (χ² = 96,5, p < 0,0001), lo cual se correlacionó con la capacidad de 
Acromyrmex y Tachyrmyrmex de desarrollar bacterias que secretan antifúngicos en su cutícula y 
debido a la presencia de crías que obliga a las hormigas a mantener su nido libre de patógenos. 
Los efectos ambientales también inciden sobre el comportamiento social de las zompopas, y 
Anglada et al. (2013) comprobaron este aspecto al analizar el efecto del forrajeo de las hormigas 
Atta y Acromyrmex en las diferentes épocas del año (primavera, verano, otoño e invierno) en la 
provincia Entre Ríos, Argentina sobre cultivos de alfalfa. Los resultados arrojaron diferencias 
estadísticas significativas (p < 0,05) sobre la actividad forrajera durante la época de invierno y el 
resto de las estaciones, por lo que estimaron que la dinámica poblacional de las hormigas disminuye 
cuando hay bajas temperaturas y aumenta al alcanzar temperaturas de 18 – 25 °C. 
1.2 Relaciones simbióticas y agricultura de las hormigas cultivadoras de hongos 
El complejo simbiótico que rodea a las hormigas forrajeras abarca un mutualismo multipartita, en 
el que todas las relaciones simbióticas son dependientes y están interconectadas entre sí: (1) las 
hormigas cosechan el hongo Leucoagaricus gongylophorus, (2) éste puede ser parasitado por 
hongos antagonistas como Escovopsis spp., (3) aunque éstos antagonistas del hongo cultivado 
también son controlados naturalmente con ayuda de la actinobacteria Pseudonocardia que crece 
en cutícula de las zompopas y es capaz de producir sustancias antifúngicas que afectan a los 
parásitos oportunistas como Escovopsis (Klingenberg, 2006). 
Las hormigas Attini, como sofisticados insectos sociales, son consideradas como verdaderas 
agricultoras debido a su capacidad de cortar y acarrear fragmentos de 1-2 mm de diámetro de 
material vegetal para procesarlos y disponerlos como sustrato para el hongo cosechado con el fin 
de constituir un jardín fúngico (Douglas, 2009; Gadagkar, 2000), cuya estructura asemeja a una 
piedra amolar, globular, esponjosa, frágil y grisácea que tiene un diámetro entre 10–25 cm (Figura 
3A) (Bolougne, 2011; Morgan, 2008). Como se mencionó anteriormente, las especies de la tribu 
Attini han optimizado el sustrato proporcionado a la honguera y por ello se han separado en cinco 
grupos agrícolas: (1) cortadoras de hojas y pasto (Atta y Acromyrmex) (Howard, 1988), (2) Attini 
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superiores basales –Paleoattini y Neoattini–  (Trachymyrmex y Sericomyrmex) (Poutasse, 2010; 
Schultz y Brady, 2008), (3) Attini inferiores (Apterostigma, Cyphomyrmex, Mycetagroicus, 
Mycetarotes, Mycetophylax, Mycetosoritis, Mycocepurus y Myrmycocrypta) (Schultz et al., 2005), 
(4) cultivadoras de levaduras (Cyphomyrmex rimosus) que adicionan néctar, ramas secas y heces; y 
(5) cultivadoras de hongos coral de la familia Pterulaceae (Apterostigma pilosum, Basidiomycota: 
Agaricales), que añaden material vegetal, ramas secas y heces (Mikheyev et al., 2007). 
De Fine Licht y Boomsma (2010) realizaron una revisión de literatura, en el que dividieron los 
sustratos suplementados al hongo en 12 categorías5, y mediante un análisis no paramétrico  
determinaron que existían diferencias significativas entre el tipo de sustrato incorporado al jardín 
fúngico y el grupo agrícola de la tribu Attini estudiado (Krustall-Wallis, χ2 = 6.6, g.l. = 3, p = 0.087). 
Asimismo, no hallaron un patrón de preferencia por un único sustrato porque en el total de artículos 
científicos consultados se halló que todas utilizan más de una categoría de sustrato en proporciones 
variables: las hormigas cortadoras de hojas, Attini superiores y cultivadoras de hongos pteruláceos 
coral utilizan 7 categorías de sustratos; las Attini inferiores usan entre 4 y 5 categorías; y las 
cultivadoras de levaduras usan 3 categorías; como se resumió en el Cuadro 1. 
El jardín fúngico de las hormigas de la tribu Attini es un compendio de biomasa del hongo al que se 
le incorpora meticulosamente vegetación fresca para organizar un ensamblaje microbiano estable, 
y para lograrlo los insectos crean un gradiente de degradación vertical de la biomasa (Figura 3B) 
(Aylward, 2013) que está conformado por 3 estratos diferenciados: (1) una región superior juvenil 
de coloración verde-oscura, donde se añade material fresco renovado que contiene polímeros y 
toxinas de plantas, (2) un estrato intermedio constituido por células blanquecinas-grisáceas con 
pared delgada granual, donde se empiezan a agotar los nutrientes y (3) el estrato basal o inferior 
que posee células con una tonalidad amarillenta-marrón, y es donde se deposita biomasa 
parcialmente digerida que debe ser tratada y dipuesta por las hormigas en las cámaras de desecho 
que operan como vertederos (Bolougne, 2011; Moran, 2008; Salmerón-Cordero, 2009). 
Aylward et al. (2013) hicieron uso de herramientas de genómica y metaproteómica para investigar 
el proceso de degradación en los jardines fúngicos de Atta cephalotes y Acromyrmex echinatior 
                                                          
5 Las 12 categorías de sustrato incorporado por las hormigas Attini y derivadas del estudio fueron: (1) hojas 
frescas, tallos y plántulas, (2) fragmentos de césped fresco, (3) tejidos de vertebrados, (4) néctar, (5) madera 
en descomposición, (6) ramas secas, (7) frutos y bayas, (8) flores, (9) debris vegetal, (10) semillas y cáscaras, 
(11) heces de insectos y (12) cadáveres de insectos. 
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recuperados de Argentina, Costa Rica, Panamá, Perú; y mediante un agrupamiento de secuencias 
de enzimas identificadas con actividad redox, celulasas, pectinas y hemicelulasas en un heat map; 
se estimó que había una cantidad abundante de lacasas (con actividad redox) con proporciones 
variables de 200 hasta 2000; cantidades de 200 a 500 carbohidrato esterasas (hemicelulasas) y de 
250 a 2000 polisacárido liasas (pectinasas), y una densidad mínima de glicosil hidrolasas (celulasas) 
que variaron en número de 3 a 30; por lo que no se encontró un patrón claro respecto del tipo de 
enzimas identificadas en cada uno de los estratos de los jardines de Atta o Acromyrmex. 
Considerando estos aspectos, para una sana manutención del jardín, las hormigas jardineras y 
forrajeras deben velar por el continuo descarte de sustrato desgastado, la remoción de esporas 
maduras y posterior subcultivo en otras cámaras que desarrollen nuevos jardines fúngicos (5 – 7 
semanas) con la aplicación de abonos y restos fecales en el jardín (Mueller, 2002). Adicionalmente 
se realizan tareas de allo-grooming con glándulas metapleurales, deshierbe y secreción de saliva6 
para disminuir el riesgo de contaminación e infestación de patógenos en el jardín (Banderas-
Gavilánez, 2004; Mangone y Currie, 2007), cuyas actividades higiénicas han demostrado ser 
eficientes para inhibir y eliminar la presencia del antagonista Trichoderma (Caldera et al., 2009). 
1.2.1 Relación mutualista de las zompopas con el hongo Leucoagaricus gongylophorus 
El “jardín fúngico” de las zompopas no es más que un cultivar del hongo Leucoagaricus 
gongylophorus Hoyt (orden Agaricales: familia Basidiomycota: tribu Lepiotaceae) con el que 
adquirieron una simbiosis obligada de tipo mutualista hace 50 millones de años atrás y cuya relación 
evolutiva dejó huella en el genoma de estos insectos porque ocasionó cambios en la dieta de Atta y 
Acromyrmex, de acuerdo con los estudios filogenéticos desarrollados por Gadau et al. (2012). L. 
gongylophorus se transmite verticalmente, no forma basidiocarpo porque las zompopas le han 
impedido que éste se desarrolle, presenta esporas blancas-verdosas (Vellinga, 2004) y se caracteriza 
por producir hifas semejantes a unas protuberancias esferoides (del inglés hyphal-tip swellings), que 
son paquetes vacuolizados ricos en nutrientes (glucosa, manitol, trehalosa, glicano, arabitol y 
glucógeno, y en menor número lípidos, ergosterol y aminoácidos) llamados gongylidia, cuyo 
conjunto de estas estructuras globosas integran los estáfilos (del inglés staphylae) (Figura 3C) de los 
que se alimentan la reina, huevos y larvas inmaduras (Freitas, 2010; Mueller, 2002) y proporciona 
enzimas auxiliares que actúan en el proceso digestivo de las hormigas (Dos Santos, 2013). El resto 
                                                          
6 La saliva secretada por las hormigas cortadoras de hojas contiene enzimas hidrolíticas y antibióticos. 
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de obreras cuenta con un sistema mixto de alimentación que comprende savia de plantas, hifas y 
consumen un 5-9% de estáfilos (Giraldo et al, 2011; Masiulionis, 2013). 
 
Figura 3. Estructura y proceso de degradación del hongo Leucoagaricus gongylophorus: A) estructura del 
jardín fúngico de Atta cephalotes; B) representación gráfica de los estratos con el gradiente vertical de 
degradación de la biomasa del hongo, mostrando los estratos superior (verde), intermedio (rojo) y basal 
(marrón) Fuente: Suen (2010), adaptado por Aylward et al. (2013); C) vista microscópica de la estáfila con las 
estructuras externas de las gongylidias, estructuras utilizadas como fuente de alimento de las zompopas, 
flechas rojas con el código gly: gongylidia (magnificación: 100X).  
Por lo tanto, la dinámica poblacional de las hormigas podadoras gira en torno a un mutualismo 
bipartita, en la que los himenópteros propician condiciones favorables para un crecimiento 
saludable y libre de competidores o patógenos para el hongo que es incapaz de prevalecer en vida 
libre (Auson, 2011; Schultz et al., 2005; Van Bael et al., 2011), a cambio de que L. gongylophorus 
provea de albergue y suministre la nutrición necesaria a todos los individuos dentro de la colonia 
(Nobua-Behrmann, 2014; Poulsen y Currie, 2009; Rabeling et al., 2007). 
Se han propuesto dos teorías en torno a la evolución del mutualismo bipartita: (1) el modelo 
tradicional propone que las hormigas incorporaron el hongo en su dieta, lo cultivaron y finalmente 
lo transmitieron a sus colonias (Weber, 1973); y (2) el modelo alternativo sugiere que las esporas 
del hongo fueron inicialmente propagadas en las colonias y lo terminaron cultivando porque se 
volvió parte de la dieta de las hormigas cortadoras (Mueller et al., 2001). Sin embargo, la hipótesis 
tradicional es aceptada según la fuente original del sustrato del hongo; las semillas almacenadas, 
las paredes del nido, madera en descomposición, micorrizas, cadáveres y heces de hormigas; 
mientras que la presencia de pellets infrabucales apoya la hipótesis alternativa (Poutasse, 2010). 
Empero, aunque las zompopas tratan de mantener la asepsia para el monocultivo de su hongo 
simbionte; se ha documentado que el jardín fúngico no es un cultivo axénico de L. gongylophorus, 
sino que en el mismo habita una serie de microohongos que forman micelio ó aparecen como 
conidias en estado latente. Dicha evidencia fue confirmada por Rodrigues et al. (2011), quienes 
18 
 
demostraron que el jardín de tres especies de hormigas Attini (Cyphomyrmex wheeleri, 
Trachymyrmex septentrionalis y Atta texana) era un ecosistema miniatura con un consorcio de 
comunidades microbianas, donde de 1435 aislamientos de hongos, C. wheeleri obtuvo la mayor 
diversidad de hongos (57%), seguido de T. septentrionalis (46%) y A. texana (34%); aunque los 
porcentajes no exhibieron diferencias estadísticas significativas (Krustal-Wallis, H = 0,00; p = 1,00). 
De la misma forma, a través de un análisis de lípidos microbianos, Scott et al. (2010) estimaron la 
estructura de la comunidad microbiana en las colonias de los géneros Atta (A. cephalotes, A. 
colombica y A. sexdens) y Acromyrmex (A. laticeps, A. octospinosus, A. hispidus fallax y A. niger) y 
demostraron que existe una diversidad de bacterias tanto en los jardines que tuvieron abundancia 
en bacterias Gram-negativas de los órdenes Proteobacteria y Bacteroidetes; como en las cámaras 
de basura que presentan gran diversidad de bacterias Gram-positivas y anaerobias. 
1.2.2 El patógeno especializado Escovopsis spp. 
Aunque históricamente se asumía que las zompopas mantenían su jardín fúngico en monocultivos 
libres de parásitos, existen patógenos que pueden repercutir negativamente sobre la supervivencia 
del hongo simbionte (Caldera et al., 2009). Tal es el caso del microhongo parasítico especializado 
del género Escovopsis (orden Ascomycota: familia Hypocreales), un micotrófico oportunista que 
deteriora y puede ocasionar el colapso total del cultivar del hongo cosechado por las hormigas en 
poco tiempo (Salmerón-Cordero, 2009). Escovopsis actúa degradando las células de L. 
gongylophorus y absorbiendo sus nutrientes liberados, por lo que una vez que este parásito devasta 
la única fuente de alimento de las zompopas, las obreras eventualmente mueren por inanición al no 
ser capaces de reemplazar el hongo que las mantiene vivas (Currie et al., 1999). 
Actualmente sólo se han descrito dos especies de Escovopsis con potencial virulento (E. weberi y E. 
aspergilloides), aunque la viabilidad de sus esporas no supera el 3% (Currie et al., 1999). Este hongo 
antagonista genera una infección persistente de hasta 10 meses sobre el jardín; y una vez que el 
parásito sobrecrece el área total del jardín y produce masas de esporas; se genera su acción 
necrotrófica alrededor de las cámaras subterráneas, y la colonia se compromete y se ve obligada a 
abandonar su nido (Price et al., 2003). Con excepción de Cyphomyrmex rimosus, este hongo 
anamórfico tiene una incidencia variable en los jardines de zompopas de 11 – 75%, por lo que es el 
causante de la reducción significativa de acumulación de material vegetal fresco, así como del índice 
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de producción de las hormigas forrajeras y jardineras; que son parte de los motivos por los que se 
suprime el desarrollo del nido y ocurre el posterior colapso (Pagnocca et al., 2012). 
Considerando el potencial atagonista de este ascomicete anamórfico para ser utilizado como bio-
controlador, y debido a que experimentalmente se ha probado que prolifera fácilmente y genera un 
importante foco de infección en el jardín fúngico de L. gongylophorus de A. colombica (Herz et al., 
2010), Elizondo-Wallace et al. (2014) evaluaron el parasitismo de Escovopsis sobre L. gongylophorus 
mediante bioensayos en los que se enfrentó el ascomicete con un fragmento de jardín fúngico, y 
determinaron que el 53% de aislamientos del parásito crecieron de manera prominente sobre L. 
gongylophorus, redujeron el crecimiento radial del micelio del hongo, consumieron la biomasa del 
jardín fúngico y éste se tornó de coloración marrón. Adicionalmente, encontraron que el 16,6% de 
las cepas degradaron los cultivares del hongo cosechado por las zompopas y redujeron el tamaño 
de la colonia; y al enfrentar una subcolonia conteniendo hormigas mínimas e intermedias, huevos y 
larvas dentro del jardín fúngico con 10 de las cepas más virulentas de Escovopsis, el 70% sobrecreció 
y colapsó toda la estructura de la colonia7 (p < 0,05). 
1.2.3 Simbiosis con la actinobacteria Pseudonocardia (genéro Acromyrmex) 
Paralelo al descubrimiento de Escovopsis, se documentó que las hormigas Acromyrmex (y las Attini 
intermedia Trachymyrmex y basales Apterostigma y Cyphomyrmex) establecieron otra simbiosis 
mutualista en la que promueven el desarrollo cuticular de Pseudonocardia (Phylum Actinobacteria, 
orden Actinomycetales) (Caldera et al., 2009), la cual actúa bajo un mecanismo de defensa que 
sinergiza las secreciones antibióticas producidas en las glándulas metapleurales para combatir en 
diferente grado de inhibición patógenos recurrentes del jardín, aquellos que entran en contacto con 
el tórax del insecto (Benckiser, 2010) y algunos patógenos de plantas como Aspergillus flavus, 
Sclerotium spp., Alternaria solani y Colletotrichium lindemuthianum (p < 0,05) (Sánchez-Peña et al., 
2008), ya que el actinomicete secreta metabolitos que cuentan con propiedades antifúngicas y que 
han demostrado inhibir el crecimiento de Escovopsis y M. anisopliae (Schoenian et al., 2011). 
Para que la actinobacteria pueda alojarse en la cutícula del insecto, Acromyrmex libera secreciones 
de glándulas bicelulares ubicadas en los poros del tegumento, con las cuales se nutre 
Pseudonocardia y luego de 13 – 18 días, la superficie corporal de la hormiga es recubierta por el 
crecimiento abundante de este microorganismo (Salmerón-Cordero, 2009). La actinobacteria se 
                                                          
7 El resultado final reportado en los bioensayos se evaluó hasta el día 7 luego del montaje de los tratamientos. 
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transmite verticalmente y fácilmente prospera en la superficie de los insectos jóvenes porque éstos 
poseen una cutícula más flexible y se considera una región más favorable para el desarrollo y 
nutrición de esta bacteria productora de antifúngicos (Bolougne, 2011). 
La inhibición de Escovopsis spp. por parte de la actinobacteria Pseudonocardia spp. ha sido evaluada 
experimentalmente por Meirelles et al. (2014), quienes determinaron diferencias significativas 
mediante una prueba (ANOVA de dos vías, p < 0,0001) entre diversas cepas de Escovopsis tratadas 
con Pseudonocardia aislada de colonias de Acromyrmex heyeri y Trachymyrmex spp., por lo que se 
sugirió que las cepas evaluadas de Escovopsis son más sensibles a los antibióticos producidos por 
Pseudonocardia. Adicionalmente, al comparar el perfil de inhibición de las diferentes cepas de 
Pseudonocardia, también se encontraron diferencias significativas en los mismos (p = 0,0019), 
aunque 11 de las 12 cepas tratadas no difirieron estadísticamente entre sí (TukeyHSD, p > 0,05). 
Mattoso, et al. (2011) evaluaron que el tegumento de obreras de Acromyrmex subterraneus fue 
recubierto por una capa del Pseudonocardia durante los primeros 12 – 15 días de nacidas, y la 
remoción de esta cobertura resultó en la incidencia de colonias infestadas por Escovopsis sobre el 
jardín fúngico. Este reporte comprobó que los compuestos antifúngicos secretados por la 
actinobacteria inhibieron el crecimiento de M. anisopliae, aunque se consideró que las obreras 
recién emergidas siguen siendo vulnerables a infecciones siempre que (1) el tegumento no tenga 
capas protectoras de biofilmes microbianos bien desarrollados, (2) el sistema inmune de hormigas 
jóvenes sea poco activo y (3) las glándulas metapleurales no secreten antibióticos de inmediato. 
El artículo de Little et al. (2006) también demostró que los pellets en el compartamiento infrabucal 
de colonias de Trachymyrmex cf. zeteki en Gamboa, Panamá, actuaron como un aparato de 
desinfección que confina las esporas en cuarentena para que actúe Pseudonocardia; ya que luego 
de infectar el jardín fúngico con esporas de Escovopsis por 48 h, el 80% de las colonias había 
producido pellets infrabucales que contenían baja densidad de esporas viables de Escovopsis 
(6,25%) y un porcentaje elevado de Pseudonocardia (88,9%) (G = 8,71, p < 0,005); 
No obstante, hay reportes como el de Zucchi et al. (2011), quienes señalan que Pseudonocardia spp. 
fue ineficiente para inhibir la crecimiento del microhongo Escovopsis weberii sobre jardines fúngicos 
de varias especies de Acromyrmex spp.; a pesar de que el actinomicete sí fue efectivo para reducir 
el desarrollo normal de este parásito. Los resultados se relacionaron con la presencia de compuestos 
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como candicidina y dentigerumicina que son activos contra Escovopsis spp., pero inefectivos para 
prevenir los efectos de este antagonista dentro del jardín fúngico. 
1.3 Daños agroecológicos ocasionados por Atta y Acromyrmex y su estatus como plaga 
La zompopa, al defoliar hojas frescas como materia prima para su jardín, es considerada como una 
de las cinco plagas más perjudiciales a nivel agroeconómico en Sudamérica y Centroamérica debido 
su compleja condición social, su comportamiento de forrajeo diurno y nocturno (Mehdiabadi y 
Schultz, 2010), su adaptación a diversos ecosistemas y la dificultad de controlarlas con agroquímicos 
altamente contaminantes que tienen baja eficiencia y especificidad (Lemus et al., 2008). La 
defoliación parcial o total sobre cultivos de importancia agronómica (café, plátano, eucalipto, 
cítricos, frijol, maíz, hortalizas, pastos, yuca, caña de azúcar y especies forestales) – producida 
particularmente por las obreras del género Atta que suelen ser más agresivas – es uno de los 
factores primordiales que han repercutido en el crecimiento y reproducción normal de estos cultivos 
(Escobar-Durán et al., 2002; Klingenberg, 2006) y han desencadenado tanto problemas 
fitosanitarios que ponen el peligro la seguridad alimentaria de algunos cultivos (Uribe-Celis, 2013), 
como pérdidas millonarias en el sector agrícola y maderero por los efectos directos e indirectos de 
esta plaga (Suárez-Gómez y Tofiño-Rivera, 2012; Zanetti et al., 2014). 
Los daños directos e indirectos ocasionados por las hormigas Atta y Acromyrmex varían 
dependiendo de la cantidad de hormigueros circundantes en el agroecosistema, así como del 
aprovechamiento que se destine al terreno. En cuanto a los daños directos, las hormigas del género 
Atta talan la vegetación herbácea de árboles circundantes al nido, lo que que afecta su crecimiento 
y disminuyen la receptibilidad de los campos para la cría de ganado; mientras que los daños 
indirectos se relacionan con la erosión y el lavado de los suelos ocasionado por los hormigueros 
ubicados en sistemas de producción agrícula, así como el secado de las plantas y su alta 
susceptibilidad al ataque de otros insectos y patógenos, ya que las zompopas prefieren forrajear 
continuamente los tejidos de meristemos en crecimiento que tardan un tiempo considerable en 
regenerarse (Vaccaro y Mousques, 1997). Asimismo, Della-Lucia en el 2003 menciona que otro daño 
indirecto ocasionado por las hormigas mineras es la contaminación ambiental derivada del 
transporte de agrotóxicos usados en su control, cuyo valor ha sido incalculable por el momento.  
Dados estos argumentos y el impacto negativo ocasionado en la economía de diversos países, ha 
sido necesaria la creación de regulaciones internacionales en el momento de importar productos 
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hacia regiones no infestadas por estos insectos para evitar su propagación (Williams y deShazo, 
2004). Cabe resaltar que se han hecho investigaciones para determinar los daños derivados de esta 
plaga; como el trabajo de Herz et al. (2007), quienes estimaron que una colonia de Atta colombica 
podía llegar a cortar 13,2 toneladas de biomasa (equivalente a 132 kg/ha) por año dentro de 
bosques secundarios; aunque el índice de consumo de hojas de dicha investigación fue irregular 
porque en el área de estudio las hormigas consumieron el 1,7% del total de área vegetal producida. 
Asimismo, Isenring y Neumeister (2010) mencionan que un sólo nido de hormigas cortadoras de 
hojas podría defoliar una tonelada de hojas frescas por año en Brasil, cuya situación ha llegado a 
afectar el 14,5% de árboles de pino y eucalipto en esta nación, llegando a contabilizar pérdidas de 
hasta seis hectáreas en especies madereras que superan los US$ 6 billones. 
A pesar de dichos planteamientos, las zompopas pueden ser vistas como una plaga severa o 
moderada según cada situación, ya que aunque son responsables de una herbivoría anual 
correspondiente al 12–17% de la vegetación de bosques tropicales y algunas especies leñosas de la 
sabana (Poutasse, 2010); las hormigas cultivadoras de hongos son las ingenieras del ecosistema 
porque se encargan de controlar ciertas poblaciones de plantas, regeneran algunas áreas 
degradadas del bosque, enriquecen los suelos y favorecen que éstos se mantengan fértiles, 
promueven el crecimiento y la penetración de raíces, mejoran el drenaje y la aireación de los 
terrenos, y optimizan el intercambio iónico de terrenos porque se regula la acidez del suelo por la 
materia orgánica introducida por las zompopas (Branstetter y Sáenz, 2012; Della-Lucia, 2003; Van 
Bael et al., 2011). Por ende, las estrategias de un programa de manejo integrado de plagas deben 
enfocarse en controlar las hormigas parasol, en vez de promover su extinción del ecosistema. 
1.4 Mecanismos de manejo integrado para combatir las zompopas 
Dado que el inicio de la estación lluviosa marca la etapa de proliferación de microorganismos 
patógenos que pueden atacar los nidos de Atta y Acromyrmex, esta plaga se debe concentrar en 
tareas de vigilancia, limpieza y desinfección del jardín fúngico en vez de ejecutar actividades de 
forrajeo externo del nido para evitar contaminaciones; por lo que en dicho periodo se deben aplicar 
metodologías de control físico (destrucción de nidos), químico (con la aplicación de productos como 
Aldrín, Benomyl o MIREX), biológico (con ayuda de la aplicación de formulados que incorporen 
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum o Heterhabditis 
bacteriophora) ó una combinación de estas estrategias (Herrera y Valenciaga, 2011). Otro método 
para el control de plagas es la utilización controlada de enemigos naturales, aunque el mismo 
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presenta diversos inconvenientes que incluyen la búsqueda apropiada del insecto enemigo; el 
desarrollo de un sistema para la cría en masa del mismo; el desarrollo de métodos para el 
almacenamiento, envío y comercialización de los enemigos naturales; y la preparación de 
instrucciones claras para la liberación exitosa del enemigo natural (Hoddle, 2009). 
1.4.1 Método de control físico o mecánico 
El manejo mecánico es la estrategia tradicional más económica para controlar zompopas que hayan 
establecido montículos pequeños a nivel superficial del suelo y cuyos nidos incipientes o recién 
formados cuenten con pocas cámaras subterráneas, como en el caso del género Acromyrmex 
(Giraldo et al., 2011). La excavación de los montículos donde se ubican las colonias consiste en 
desenterrar y capturar la hormiga reina para erradicar el hormiguero y regular el número de colonias 
circundantes (Vergara-Castrillón, 2005).  
Además, este mecanismo sólo se recomienda aplicarlo en el mes 3 ó 4 después del vuelo nupcial, 
lapso en el que las reinas se encuentran a 20 m de profundidad del suelo y sería más fácil extraerlas 
(Della-Lucia y Vilela, 1993). Aunado a este método, existen opciones complementarias en las que se 
atan las bases de los cultivos que se desean proteger con cinta plástica recubierta con grasa, 
cilindros plásticos y tiras de aluminio, plástico o metal, o se utilizan recipientes de barro, plástico o 
goma conteniendo aceite mineral; con el fin de construir barreras que impidan que las zompopas 
alcancen los cultivos. Los perjuicos de este método es que requeriría hacer inspecciones frecuentes 
y sustituciones del material para que los métodos sean efectivos (Zanetti et al., 2014). 
Otra práctica de control mecánico realizada por los agricultores es la aplicación de gasolina dentro 
del hormiguero y su posterior detonación, aunque éste no es un método que permita obtener un 
adecuado nivel de control debido a que no se logra afectar todas las cámaras y es poco probable 
que se logre destruir toda la colonia (Escobar-Durán et al., 2002). Este método fue estudiado por 
Ravnborg et al. (2002), quien evaluó la efectividad de estrategias de control físico-químico para 
combatir A. cephalotes en una comunidad ubicada al sureste de Colombia con los siguientes 
métodos: 1) bombear cal dentro de la entrada/salida del hormiguero para incrementar el pH dentro 
del nido, crear condiciones para inhibir el crecimiento del hongo cultivado y causar gradualmente la 
muerte de los individuos por inanición, 2) utilizar cal + el órgano-fosforado clorpirifos más utilizado 
en la región en el hormiguero (proproción 3:1), 3) verter gasolina en la boca de entrada del nido y 
provocar una explosión mediante fuego para erradicar el hormiguero físicamente y 4) usar polvo 
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mojable + calcio puro que se vertiría dentro y alrededor de los hormigueros, y que serviría como un 
método alterno al uso directo de cal bombeada en el nido. Este estudio comprobó que a pesar de 
que los tres métodos alcanzaron más de un 84% en la reducción de número de nidos, sólo la mezcla 
de cal + clorpirifos (96 – 100%, inversión: US$5,60) y la gasolina (100%, inversión: US$10,1) lograron 
exterminar el 100% de nidos, por lo que seleccionaron el primer método por ser menos costoso. 
1.4.2 Estrategia de control químico 
La aplicación de insecticidas químicos implica el uso de formicidas para eliminar las colonias de 
hormigas, y a pesar de ser los productos ambientalmente más dañinos del mercado, son 
contraproducentes para el ser humano, y se ha estudiado que las hormigas cortadoras de hojas 
logran detectar elevadas concentraciones de agroquímicos y se encargan de proteger su nido para 
evitar entrar en contacto con la dosis tóxica (Akino, 2008). Los plaguicidas mantienen su vigencia en 
función del costo-efectividad y continúan dominando el mercado internacional de plaguicidas 
(Pérez, 2009). Akino (2008), Escobar-Durán et al. (2002), Isenring y Neumeister (2010), Link (1997), 
Nickele et al. (2013), Vergara-Castrillón (2005), Pérez (2009) y Zanetti et al. (2014) citan que los tipos 
de productos químicos más utilizados en el mercado de agroquímicos incluyen: 
1) Polvos: son insecticidas de contacto creados a base de un material inerte como el talco que 
actúa como acarreador y el ingrediente tóxico activo. Los polvos deben ser insuflados con 
bomba directamente en el hormiguero en nidos pequeños de 5 m2 porque estos productos 
alcanzan poca profundidad. Tiene las desventajas de generar un alto nivel de contaminación 
en el agroecosistema y es preferible aplicarlos en la estación seca porque se dificulta su 
penetración cuando suelo se encuentra húmedo (ej: deltametrina). 
2) Líquidos y gases (termonebulizante): son formicidas de contacto desarrolados con un 
disolvente (aceite mineral o queroseno), el ingrediente químico activo y algunas veces se 
añaden extractos vegetales (ej d-limoneno). Tienen limitaciones como requerimientos de 
mano de obra especializada, deben ser atomizados directamente en la boca del nido para 
alcanzar profundidades intermedias, pueden contaminar la capa freática del suelo y las 
personas corren riesgo de intoxicación por inhalación. No obstante, el producto persiste por 
6 – 12 meses, es efectivo porque el humo penetra rápidamente, y se puede aplicar bajo 
precipitaciones ligeras y moderadas (ej: fipronil, cypermetrina clorpirifos). 
3) Cebos granulados (pellets): representan la opción más práctica de control porque el 
producto se formula con un disolvente, una sustancia atrayente como la pulpa de cítrico 
deshidratada y el ingrediente activo, y éstos actúan bajo “mimetismo químico” para atraer 
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el insecto blanco; ya que se colocan en las proximidades de los túneles de entrada y en los 
trillos con mayor tránsito para ser acarreado con gran facilitada por las obreras, y una vez 
incorporado en el hongo, se paralice la actividad forrajera y las obreras mueran de forma 
gradual en pocos días. Los beneficios de utilizar cebos es que requieren equipo mínimo, así 
como sencillas medidas de seguridad, se pueden colocar a granel en los costados de las 
bocas de entrada a un hormiguero y son más rentables respecto de otros tipos de 
formulados; pero tiene como limitantes que el hecho de que deben aplicados en 
condiciones de baja humedad para prevenir que el producto gasifique y se anule su 
actividad insecticida, es suceptible a descomposición por las precipitaciones, y el cebo 
peletizado puede ser repelido por las hormigas si se contamina con aroma de insecticidas, 
derivados de petróleo y sudor humano (ej: fipronil, deltametrina y sulfuramida). 
En Atta sexdens rubropilosa y algunas especies de Acromyrmex spp. se evaluó la aplicación de 10 g/ 
m2 de cebo granular con dosis tan bajas de 0,003% de fipronil, y Coll (2003) encontró un 100% de 
inactividad en los nidos en Atta sexdens y más del 80% en Acromyrmex spp. Por su parte, Isenring y 
Neumeister (2010) mencionan que el piretroide delametrina sólo requiere de 0,2% del ingrediente 
activo cuando se formula como polvo técnico; mientras que el fenithotrion se formula con un 7% 
del químico activo si se disuelve con aceite mineral y aplica con termonebulizador; y en ambos casos 
se alcanzan toxicidades superiores al 90% sobre estas hormigas Attini. 
Dada la rentabilidad y fácil aplicación de los cebos, la mayoría de agroquímicos se ha enfocado en 
la formulación de perdigones que contengan órgano-fosforados como diazinon, clorpirifos B, 
clorpirifos C, fenitrotion; organoclorados como mirex y lindano; piretroides como cipermetrina; 
fosfuros como el fosfuro de aluminio; y alquilos hidrogenados como el bromuro de metilo (Vaccaro 
y Mousques, 1997). Sin embargo, tomando en cuenta restricciones legales y que muchos de estos 
pesticidas se han clasificado como “productos altamente peligrosos”, algunos ya han salido del 
mercado por sus efectos nocivos y persistencia en el ambiente, así como el sobre-uso y su 
bioacumulación en tejidos humanos y de mamíferos benéficos del agroecosistema (Anglada et al., 
2013). A pesar de esto, plaguicidas como Blitz® (Fipronil), Thunder® OD145, Mirex-S® (Sulfuramida), 
Pyrinex® (Clorpirifós) y Omitox® (Octoborato de sodio) se siguen formulando con dosis elevadas 
(Vieira, 2010) porque siguen siendo bastante eficientes a nivel del sistema GABA, ruta de biosíntesis 
de quitina, transmisión sináptica, y fosforilación oxidativa; a pesar de que no produzcan el efecto 
esperado y requieran de aplicaciones regulares para controlar zompopas (Boaretto, 1997). 
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1.4.3 Microorganismos entomopatógenos como agentes de biocontrol 
El rápido agotamiento de recursos naturales y la demanda de una productividad agrícola sostenible 
han hecho necesaria la búsqueda de opciones biológicas inocuas, eco-amigables y que propicien la 
seguridad de los alimentos (Donoso et al., 2011). Por ello, se ha propuesto el control biológico para 
controlar una plaga o crear una enfermedad epidémica que se propague sobre poblaciones con altas 
densidades de insectos-blanco (Roberts y St. Leger, 2004). En ese sentido; animales, hongos, 
bacterias y virus cumplen un papel vital en el control de insectos, por lo que el ser humano se las ha 
ideado para manipular microorganismos como hongos y bacterias, y aplicarlos en formulados como 
agentes potenciales de biocontrol (Santi, 2009).  
El término “entomopatógeno” ó “agente bioinfeccioso” se ha definido por Kaya y Vega (2012) como 
“todo microorganismo capaz de producir una enfermedad sobre un insecto después de invadir, 
reproducir y propagarse sobre su cuerpo”. Este método se ha convertido en una pieza muy 
importante dentro de programas de manejo integrado de plagas, donde se pretende incorporar 
inóculos del microorganismo para reducir la población de una plaga específica (Hoeschle-Zeledon 
et al., 2013), que en este caso serían las zompopas. Con estas explicaciones, las siguientes secciones 
harán énfasis en la aplicación de B. thuringiensis y hongos como biocontroladores. 
1.4.3.1 Aplicación de las δ-endotoxinas de Bacillus thuringiensis para el control de plagas 
Aunque se reconoce la existencia de bacterias asociadas a insectos, son pocas las que tienen 
comportamiento entomopatógeno; y las especies más estudiadas corresponden a los órdenes 
Enterobacteriaceae, Bacillaceae y algunos géneros del orden Pseudomonales (Suárez-Gómez, 2012). 
Una de las principales alternativas para proteger cultivos agronómicos es la bioformulación de 
productos que contengan el patógeno Bacillus thuringiensis (Bt), productor de δ-endotoxinas 
específicas para atacar el intestino a uno o dos órdenes de insectos (Vázquez-Pineda et al., 2012). 
Bacillus thuringiensis (orden Bacillales: familia Bacillaceae) es una bacteria entomopatogénica, 
aerobia facultativa, Gram-positiva, quimioorganótrofa con actividad catalasa; capaz de fermentar 
glucosa, fructosa, trehalosa, maltosa y ribosa; de flagelación perítica; y con un tamaño de 3 a 5 µm 
de largo y 1,2 µm de ancho (Bravo et al., 2008; Gillis et al., 2012)). B. thuringiensis es una especie 
cosmopolita que se ha encontrado en ambientes variables como el suelo, excrementos, cadáveres 
de insectos, hojas de plantas, y ambientes marinos (Levin, 2009; Vásquez-Pineda et al., 2012). 
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Esta bacteria ambiental fue descubierta en 1901 en Japón por el bacteriólogo Shigetane Ishiwata 
mientras estudiaba la epidemia que causaba la enfermedad del colapso repentino (del inglés sotto 
disease) en larvas del gusano de seda (Bombyx mori, Lepidoptera) (Mandal et al., 2014); y luego fue 
reaislada por el biólogo alemán Ernst Berliner (1916) de larvas de la polilla de la harina del 
Mediterráneo (Ephestia kuehniella, Lepidoptera), quien bautizó la bacteria con el nombre de 
Bacillus (por su forma cilíndrica) thuringiensis (en honor a la región alemana de Turíngea) (Sanchis y 
Bourguet, 2008). Para 1938, la compañía francesa Laboratoire Libec empezó a comercializar los 
primeros bioproductos a base de las proteínas tóxicas que produce B. thuringiensis que fueron 
acuñados con la marca de Sporeine®; y en 1954 se describió el mecanismo de acción de las δ-
endotoxinas, que se mantiene vigente hasta la actualidad (Piccinin et al., 2013). Cabe señalar que 
en más de 50 años se han producido cerca de 200 bioproductos con B. thuringiensis (Davidson, 2012) 
y el genoma completo de este bacilo se publicó por Challacombe et al. (2007). 
El ciclo de vida de B. thuringiensis posee dos fases distintivas que comprenden la fase de crecimiento 
vegetativo, donde las células se duplican por bipartición a temperaturas de 28-30 °C (Rojas-Ruíz et 
al., 2010); y la fase de esporulación que se basa en la producción de estructuras de resistencia 
llamadas endósporas, que se orginan bajo condiciones de estrés ambiental como la desecación o un 
desbalance de carbono y nitrógeno (Carrera-Cabezas, 2009; Sauka y Benintende, 2008). Una vez 
esporulada, B. thuringiensis expresa inclusiones proteicas paraesporales denominadas δ-
endotoxinas o proteínas Cry (Figura 4B) que presentan diferentes formas geométricas (del Rincón-
Castro et al., 2006), aunque la más común es la bipiramidal (Figura 4A). Las toxinas de Bt distinguen 
a este bacilo no sólo de Bacillus cereus, con quien comparte una estrecha relación genética-
ecológica porque ambas especies residen en el suelo y cadáveres (Nester et al., 2002); sino también 
del resto de Bacillus esporulados (Hussien-Ibrahim, 2012; Levin, 2009). 
 
Figura 4. Estructuras morfotópica de B. thuringiensis: A) micrografía observada en microscopio electrónico de 
barrido (SEM, del inglés Scanning Electron Microscopy) con la estructura bipiramidal de cepas nativas de B. 
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thuringiensis aisladas de suelo del Estado de Guanajuato, México - Fuente: del Rincón-Castro et al. (2006); B) 
frotis la cepa Bt19 a una concentración de 1 mg mL-1, teñida con solución de Coomasie R-250 al 0,25% (m/v). 
Sp: espora, Cry: δ-endotoxina, Sp-Cry: inclusión proteica paraesporal asociada a una espora. 
Brar et al. (2007), Bravo et al. (2012), Jurat-Fuentes y Jackson (2012), Piccinin et al. (2013), Sanahuja 
et al. (2011), Schünemann et al. (2014) y Talukdar (2013) describen el Modelo de Unión Secuencial 
de las δ-endotoxinas de B. thuringiensis postulado y aceptado por la evidencia científica 
demostrada, para explicar el modo de acción de las toxinas sobre plagas en seis etapas (Figura 5): 
1) Ingestión y solubilización: los cristales son ingeridos por el insecto y su estructura monomérica 
es solubilizada en el tubo digestivo del insecto, debido al microambiente del intestino que posee 
condiciones reductoras (pH 9.0 a 12.0), aunque algunas toxinas se solubilizan en condiciones de 
pH ácidas ó neutras, que libera protoxinas de 130-140 kDa (Fiúza, 2009). 
2) Procesamiento proteolítico y activación: la protoxina Cry es procesada en los extremos N- y C-
terminal por hidrolasas ubicadas en el intestino para generar los pequeños péptidos de δ-
endotoxinas (60-70 kDa) resistentes a la acción de las proteasas. 
3) Unión al receptor: una vez activadas, las δ-endotoxinas atraviesan la membrana peritrófica y se 
unen a receptores específicos, ubicados en las microvellosidades apicales presentes en las 
vesículas de membrana de borde en cepillo de las células epiteliales. Una vez unidas a los 
receptores (glicoproteínas, glicoproteínas, glicosilfosfatidil (GPI)-inositol-aminopeptidasa-N y 
GPI-fosfatasa alcalina) se procesa una de las α-hélices y se produce un cambio conformacional 
que inicia la formación de oligómeros. 
4) Inserción en la membrana y formación del poro lítico: una vez que los oligómeros se insertan en 
el receptor, se forma un pre-poro iónico permeable y el receptor desplaza selectivamente las 
balsas lipídicas (del inglés lipid rafts) que conducen la señal de transducción, la protoxina se 
inserta y se forma el poro que es similar a un paraguas; y ocurre la disrupción de cilios. 
5) Lisis celular: el poro aumenta la afinidad por un receptor secundario (aminopeptidasa-N o 
fosfatasa alcalina) y facilita el aumento de la permeabilidad en la membrana, donde ocurre un 
diferencial de potencial dependiente del ión Mg+ que estimula la exocitosis del receptor desde 
vesículas intracelulares hacia la membrana apical de la célula. Tanto el poro como la exocitosis 
conducen a la hipertrofia de células epiteliales y la vacuolización del citoplasma; ocasionada por 
la disrupción del flujo osmótico de agua, iones y algunas moléculas de mayor tamaño entre el 
lumen y el citoplasma; que permiten incrementar el número de receptores y amplificar la señal 
inicial con la incorporación de un mayor número de toxinas. 
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6) Septicemia: se desequilibra el sistema que mantiene el gradiente de pH, lo cual impide la 
asimilación y retención de componentes vitales del insecto. Este proceso produce la destrucción 
de las microvellosidades, una afección generalizada del epitelio e induce la muerte de las células 
epiteliales por liberación del contenido celular en la cavidad del poro, fenómeno denominado 
citólisis osmótica coloidal. El insecto eventualmente sufre una inanición fisiológica por parálisis 
del intestino y las partes bucales, que le ocasiona septicema por la proliferación bacteriana. 
 
Figura 5. Mecanismo de acción de las proteínas Cry de Bacilus thuringiensis cuando son ingeridas por las 
zompopas: 1) ingestión del complejo espora-cristal por parte del himenóptero, 2) solubilización de los 
cristales, 2) procesamiento y activación de la protoxina, 3) unión de las toxinas a los receptores, 4) formación 
de poros en la membrana epitelial y 6) lisis celular y muerte por septicemia. Fuente: Adaptado de Brar et al. 
(2007); Pardo-López et al. (2012); Price & Gatehouse (2008); Schünemann (2012) y Wu et al. (2011). 
Para que el modo de acción de las δ-endotoxinas de Bt ocurra, las proteínas Cry cuentan con tres 
dominios: 1) el Dominio I (N-terminal) comprende un conjunto de 7 α-hélices responsables de la 
inserción de la toxinas en la membrana del intestino medio del insecto hospedero, la formación del 
poro lítico y el mantenimiento de la integridad estructural de la proteínas Cry a enlazarse al receptor 
de las BBMV; 2) el Dominio II comprende 3 hojas-β antiparalelas que forman un prisma, es el menos 
conservado de los 3 dominios proteicos y se encarga de la unión de la toxina a receptores específicos 
de membrana, por lo que se cree que juega un papel esencial en la selectividad de la toxina y las 
interacciones proteína-receptor; y 3) el Dominio III (C-terminal) o estructura de “β-sándwich” está 
constituido por 2 láminas-β antiparalelas enrolladas y tiene las funciones de preservar la integridad 
estructural de la toxina y de asistir en la unión, penetración, y formación de los poros en las células 
del epitelio intestinal (Argôlo-Filho y Loguercio, 2014; Krishnan, 2013; Palma et al., 2014). 
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El efecto insecticida producido por B. thuringiensis deriva de estas proteínas tóxicas, pero para 
actúen es necesario que el canal alimentario del insecto tenga condiciones alcalinas (pH 8.0 – 10.0), 
que aunadas a la actividad enzimática de las proteasas digestivas van a promover la digestión y 
posterior activación en pro-toxinas para atacar el epitelio (Piccinin et al., 2013; Suárez-Gómez, 
2012). La condiciones de pH del canal alimentario de las hormigas forrajeras se deben conocer, de 
ahí que Erthal Jr. et al. (2004) evaluaran la actividad enzimática del aparato digestivo de insectos 
disectados de Acromyrmex subterraneus mediante ensayos con sustratos cromogénicos. En dicha 
investigación encontraron que el buche tenía un pH alcalino (8.2 – 6.0) y el intestino medio exhibió 
condiciones de neutralidad (7.6 – 6.4); y se reconoció la actividad de serín-proteasas, amino-
peptidasas, α-amilasas, α-glicosidasas y α-manosidasas, por lo que se confirmó que las zompopas 
tienen un pH apropiado para que las δ-endotoxinas sean procesadas y activadas eficientemente. 
Parte de las paticularidades que caracterizan las δ-endotoxinas Bt es por el hecho de no ser nocivas 
para el ser humano, como destacan Mandal et al. (2015); quienes mencionan que en un estudio en 
el que 18 personas ingirieron 1 g o inhalaron 100 mg de una preparación comercial de Bt var. 
kurstaki en su dieta diariamente por 5 días no fueron infectados ni envenenados por este bacilo. 
Asimismo, en el trabajo de Hayes (1986), 8 personas fueron expuestos al consumo de caldo 
fermentativo de Bt, queques conteniendo Bt y polvo fino creados durante la producción comercial 
de Bt. De manera preliminar, Pinto et al. (2003) aislaron 35 cepas de Bacillus spp. de obreras de 
Acromyrmex crassipinus y A. lundi y mediante el desarrollo de bioensayos en placa Petri; estimaron 
mortalidades de 50 a 100% al probar los aislamientos contra obreras de A. lundi, y en la cepa que 
causó el 100% de mortalidad se identificaron los genes cry1 (22%) y cry9 (67%). 
1.4.3.2 Utilización de hongos entomopatógenos como agentes de biocontrol 
Se estima que el reino Fungi comprende 1,5 millones de hongos, de las cuales 700 especies que 
pertenecen a 90 géneros han sido descritos como agentes etiológicos del 80% de infecciones en 
insectos agrícolas y forestales (Sinia, 2013). Los micoparásitos fueron los primeros organismos en 
ser usados como biocontroladores (Roberts y St. Leger, 2004); y se ha hecho la tentativa de 
generalización por linajes que incluya el Phylum Ascomycota (orden Hypocreales: familia 
Clavicipitaceae; orden Onygenales: familia Ascosphaeraceae) y el Phylum Entomophtoromycota 
(orden Entomopthorales: familia Entomopthohraceae; orden Neozygitales: familia Neozygitaceae) 
(Boomsma et al., 2014; Khan et al., 2012; Vega, 2012). 
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La historia del descubrimiento de hongos entomopatógenos como posibles agentes de biocontrol 
deriva de la observación de las infecciones por Cordyceps spp. sobre gusanos de seda en China, 
publicada por el científico francés René-Antoine (1683-1757) (Réamur, 1734-1742). Años más tarde, 
Hagen (1879) reportó la observación de un epizoótico de hongo en la mosca amarilla del estiércol 
(Scathophaga stercoraria L., Diptera) en 1867, y Cohn (1855) describió un hongo llamado Empusa 
en la mosca doméstica (Musca domestica L., Diptera). Seguidamente, el físico alemán J.B. George 
W. Fresenius (1808-1866) propuso el nombre Entomophthora a este género de hongo, porque 
Empusa ya correspondía al nombre de la orquídea (Keller et al., 1999). Años más tarde, para inicios 
de 1878, el ruso Elie Metchnikoff aisló un hongo en el suelo contaminado de larvas del abejorro del 
trigo (Anisolia austriaca, Coleoptera) y lo denominó como la muscardina verde (Entomophthora 
anisopliae); luego su colega Isaak Krassilstchik produciría esta cepa de hongo y la distribuiría en 
campos experimentales de Kiev en en 1888 para combatir el abejorro (Melonotha melonotha, 
Coleoptera) (Davidson, 2012). El nombre científico de este hongo sería acuñado por Sorokin (1883) 
como Metarhizium anisopliae, que se convirtió en el primer biopesticida en recibir acreditación de 
ensayos de campo para su comercialización (De Melo et al., 2006). 
Los micoparásitos están dispersos en la mayor parte de ecosistemas terrestres; particulamente en 
la rizosfera, filosfera y la hojarasca de bosques tropicales donde habitan insectos plaga y en menor 
medida en bosques templados porque hay menor diversidad de estos insectos (Augustyniuk-Kram 
y Kram, 2012). Dichos micoparásitos se originaron de un ancestro saprófito común que habitó el 
suelo y la hojarasca (Shahid et al., 2012), y luego divergieron evolutivamente en el modo de nutrirse 
y su agresividad sobre un hospedero determinado (Roy et al., 2006). 
Aunque estos tres linajes fueron propuestos como hongos entomopatógenos, el mecanismo de 
acción de los órdenes Hypocreales y Entomophtorales ha sido más estudiado porque éstos actúan 
vía exocutícula, mientras que el orden Onygenales se reproduce cuando el hospedero ingiere un 
inóculo de esporas (Boomsma et al., 2014). No obstante, los Hypocreales difieren de los 
Entomophtorales en que los primeros producen únicamente esporas asexuales que se descargan 
pasivamente en el insecto por efecto del viento o agua; mientras que los Entomophtorales generan 
tanto conidias primarias (asexuales) y esporas latentes llamadas zigósporas (sexuales), que se 
propagan activamente por presión mecánica (Augustyniuk-Kram y Kram, 2012). 
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El proceso genérico de micosis de los HEP – excepto los hongos del orden Onygenales que colonizan 
el epitelio intestinal del insecto cuando son ingeridos – es descrito por Shahid et al. (2012) 
Augustyniuk-Kram y Kram (2012), Boomsma et al. (2014), Cañedo y Ames (2004), Khan et al. (2012), 
Mouatcho (2010), Ortiz-Urquiza y Keyhani (2013), Singh-Sandhu et al. (2012), Sinia (2013), Sookar 
(2013) y Vega (2012); y éste se gesta en la cutícula, ya que por ingestión las esporas no germinan en 
el intestino y son anulados en las heces. Las etapas de infección son (Figura 6): 
1. Germinación de la espora: el tubo germinativo se alarga para originar hifas; donde asisten 
proteasas, quitinasas y lipasas. Los componentes de la cutícula, agresividad del HEP y el 
microclima condicionan la evolución de la espora germinal; en especial la presencia de agua 
libre, que mantiene la turgencia de la espora, brinda un medio nutritivo y favorece la 
posterior ruptura de la estructura cuticular. 
2. Adhesión al tegumento: esta etapa marca el inicio de la fase parasítica sobre un hospedero 
susceptible e incluye dos procesos: 1) la adsorción directa de conidias pegajosas aéreas o 
bastósporas (B. bassiana) por liberación pasiva  sobre la superficie exocuticular (Roberts y 
Humber, 1981); y 2) la unión específica donde ocurren interacciones hidrofóbicas o 
hidrofílicas (bastósporas) de bajo alcance, en las que participan sustancias mucoides8. 
Además, se genera la estructura de infección apresorio;responsable del acoplamiento del 
tubo germinal en la capa epicuticular, y la formación del apresorio está limitada por la 
topografía superificial lisa del hospedero, la presencia de iones calcio (Ca2+) y AMP cíclico 
(cAMP), la producción de mucílago y la capacidad del hongo para superar la epicutícula. 
3. Detoxificación y penetración de la procutícula: ocurre como resultado de la presión 
mecánica y la actividad enzimática del tubo germinativo; que está mediada por la secreción 
de una batería de hidrolasas que incluye lipasas, proteasas, aminopeptidasas, esterasas, 
quitinasas y toxinas9, las cuales participan en la degradación de la procutícula. La velocidad 
de penetración es fundamental en el proceso de virulencia y se ve afectada por el grosor y 
esclerotización del tegumento cuticular, el pH, la presencia de oxígeno y otros compuestos 
nutricionales, la disponibilidad de agua, la actividad proteasas digestivas del insecto, las 
sustancias antifúngicas y el estadío fisiológico y de desarrollo del insecto. 
                                                          
8 La capa de moco que recubre las esporas tiene como componentes principales proteínas y glucanos. Estas 
sustancias mucoides presuntamente potencian la unión a la cutícula en la etapa de germinación para emitir 
el tubo germinativo. 
9 De acuerdo con Boomsma et al. (2014), para las especies de Entomophtorales se requiere un número más bajo de 
enzimas respecto de un número mayor de enzimas que asisten en la penetración de la cutícula de hongos Hypocreales. 
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4. Invasión de las hifas: los HEP crecen de manera progresiva en la procutícula como 
protoplastos sin pared celular (algunos Hypocreales y Onygenales) en el espacio intersticial 
de las fibras musculares, como propágulos de blastósporas que originan ramificaciones 
laterales en todas las direcciones (Hypocreales), ó como cuerpos de hifa que asemejan 
levaduras (Entomophtorales), que tienen la ventaja de adquirir nutrientes y multiplicarse 
rápidamente en el hemocele para colapsar el sistema inmune. Una vez dentro de la cavidad 
corporal del insecto, los cuerpos de hifa se propagan y circulan dentro de la hemolinfa – 
sistema circulatorio –, donde se producen respuestas autoinmunes como la melanización 
cuticular, encapsulación celular, fagocitosis y secreción de antimicrobianos10. 
5. Colonización del hemocele y muerte: la patogénesis por invasión de los tejidos internos 
ocasiona deficiencias nutricionales y problemas fisiológicos; que incluyen comportamiento 
errático de alimentación, pérdida de coordinación y convulsiones. Eventualmente, el 
individuo entra en estado de letargo y muere, concluyendo así la fase parasítica. La 
patogénesis se propicia por secreción de toxinas destruxina, beauvericina y efrapeptinas11. 
6. Desarrollo saprófito: la fase saprófita se lleva a cabo cuando las hifas emergen del cadáver 
y las conidias diseminan pasivamente por acción del viento o condiciones de alta humedad 
relativa. Posteriormente, masas de micelio se extienden en las aberturas externas (partes 
bucales, ojos, ano), regiones intersegmentales y superficie ventral del hospedero. En el caso 
de los hongos Entomopthorales también se forman hifas aéreas; y todos los tipos de esporas 
llegan a generar la momificación del insecto. Finalmente, cuando las esporas se dispersan 
en otro hospedero, el ciclo de infección del hongo se reinicia. 
Se debe señalar que la duración de infección puede tardar de 3 a 20 días, dependiendo de factores 
físico-químicos como la masa corporal del insecto-blanco, la especie de hongo, la dinámica de 
producción de esporas y las condiciones ambientales (Boomsma et al., 2014). (Shahid et al. (2012) 
reportan que este proceso está en sincronía con el ciclo de vida del insecto hospedero y las 
condiciones ambientales prevalecientes, aunque el grado de infección que ejerce cada linaje de HEP 
es variable de acuerdo con el orden de insecto a atacar, el índice de germinación de conidias, la 
temperatura óptima requerida para su dispersión y el tipo de aislamiento de hongo. 
                                                          
10 Las lisozimas y aglutininas son parte de las enzimas que actúan como antimicrobianos. 
11 Tales toxinas son secretadas por Beauveria, Entomophtora, Lecanicillium, Metarhizium, Paecilomyces y Tolypocladium. 
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Figura 6. Representación del modelo de patogénesis general que ocurre sobre la cutícula del insecto-blanco 
(zompopa). Una vez que el insecto muere, las hifas colonizan las membranas intersegmentales y aberturas 
externas del himenóptero (círculos verdes Fig. A. e I.) y posteriormente sobrecrecen desde el interior del 
cadáver (manchas grises en la figura del insecto I.) para reactivar el ciclo del entomopatógeno. Fuente: 
Adaptado de Mouatcho (2010), Ortiz-Urquiza y Keyhani (2013), Singh-Sandhu et al. (2012), Sinia (2013). 
Dentro del ciclo de infección, uno de los factores críticos que incide en la especificidad de un HEP 
sobre un insecto-blanco son las propiedades y esclerotización de la cutícula; la cual es una interfase 
insecto-ambiente externo y actúa como barrera física contra factores ambientales como el estrés 
mecánico, sequía, humedad, entre otros; permite el almacenamiento de compuestos químicos, y 
forma parte de la estructura de los quimio- y mecano-receptores (De Crecy, 2012). El 70% de esta 
red de polímeros comprende proteínas y las áreas que poseen quitina están dispuestas de manera 
helicoidal en una estructura laminar (Singh-Sandhu et al., 2012). La cutícula está segmentada en dos 
capas que son: (1) envoltura o capa cuticulona: capa más externa, que posee un grosor de 10-30 
nm; (2) epicutícula externa: una barrera hidrofóbica delgada carente de quitina, pero cubierta con 
proteínas estabilizadas por fenol y una capa cerosa de lípidos, esteroles y ácidos grasos (0,5-2 µm 
grosor); y (3) procutícula: es la segunda barrera física que forma la mayor parte de la estructura 
cuticular y comprende fibrillas de quitina (Kaltenpoth y Engl, 2014; (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013) 
embebidas en la matriz que contiene proteínas, lípidos y quinonas (100-200 µm grosor), la cual tiene 
células epidérmicas en la base de la procutícula y el hemocele está bajo estas células (Vega, 2012). 
La efectividad de las esporas producidas por Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae fue 
evaluada en el insecto social Macrotermes spp. (Isoptera: Termitidae), evaluando dosis de 1×105 
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hasta 1×109 conidias mL-1; y se logró determinar que ambos hongos exhibieron un alto grado de 
virulencia y secretaron la toxina destruxina que asistió la patogenicidad, aunque una de las cepas de 
M. anisopliae causó el 100% de mortalidad sobre toda la colonia en un periodo de exposición de 5 
días al aplicar 1×109 conidias mL-1 (Sileshi et al., 2013). Además, estimaron dosis letales medias y 
tiempos de muerte media de 3.31 a 5.09 esporas mL-1 con 7,74 – 8,19 días de muerte para B. 
bassiana y 2.35 a 3.82 esporas mL-1 con 8,11 – 8,59 días de muerte para M. anisopliae. 
Por otra parte, Ribeiro et al. (2012) evaluaron la supervivencia de tres colonias de Atta bisphaerica 
al inocular dosis de 1×105 – 1×109 conidias mL-1 de Aspergillus ochraceus ó Beauveria bassiana 
disueltas en Tween al 0,05% (v/v)12, y averiguaron que el tiempo de supervivencia fue de 25 días en 
las colonias analizadas, e identificaron 10 especies de HEP13 que causaron efectos deletéreos sobre 
las obreras, de los cuales Aspergillus ochraceus fue el más frecuente y quien causó el mayor índice 
de infección (44 aislamientos, 15,33%), seguido de A. ochraceus (14,67%), A. niger (0,33%) y B. 
bassiana (0,33); aunque sólo A. ochraceus (x2 = 42,27, p < 0,001) y B. bassiana (x2 = 94,03, p < 0,001) 
mostraron diferencias significativas y tiempos de muerte media de 4 días. Este valor (4 días) para 
infectar zompopas es igual al obtenido por Lemus et al. (2008) al enfrentar una solución de un 
inóculo de M. anisopliae disuelto en Tween® 80 al 10% con obreras de A. cephalotes y utilizando 
una dosis mínima de 1.03 × 109 esporas mL-1. 
A la fecha, algunos bioformulados cuyo ingrediente activo incluye HEP se han liberado en los 
mercados de Estados Unidos y el Reino Unido con productos como Vertalec® (a base de Lecanicillium 
longisporum), BotaniGard® (Beauveria bassiana) y Meta-Sin® (Metarhizium anisopliae), y en menor 
medida se han desarrolado algunos bioproductos que incluyen Hirsutella, Isaria y Nomuraera; 
aunque por el momento mantienen un mercado limitado debido especialmente al tiempo que 
tardan los insectos en morir (Jacob et al., 2014; Khan et al., 2012). 
1.4.3.3 Consideraciones económicas y logísticas para desarrollar preparados microbianos 
Las ventajas de utilizar cualquier tipo de agente entomopatógeno para controlar una plaga en 
particular son citadas por Donoso et al. (2011), Jacob et al. (2014), Santi (2009), Singh-Sandhu et al. 
(2012) y Vieira (2010); y son las siguientes: (1) muchos de estos entomopatógenos han sido aislados 
                                                          
12 Las muestras  fueron analizadas a nivel estadístico bajo el método de Kaplan-Meier. 
13 Los hongos entomopatógenos identificados fueron Aspergillus niger, A. ochraceus, A. sclerotiorum, 
Beauveria bassiana, Cladosporium spp., Mucor hiemalis, M. racemosus, Penicillium lilacinum, Penicillium spp. 
1 y spp. 2, y Mycelia sterilia. 
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del mismo hábitat donde se encuentra el insecto a controlar, por lo que su persistencia sobre el 
insecto es elevada; (2) su efecto virulento hacia la plaga-blanco es específico; (3) son inocuos para 
los seres humanos y otros organismos benéficos; (4) dejan pocos residuos en en los alimentos y no 
impactan significativamente el entorno; (5) el modo de invasión de los microorganismos patógenos 
a través del epitelio intestinal y cutícula evoluciona junto con el insecto y 6) el tiempo que demora 
un bioproducto en entrar a un mercado tan competitivo como el de Estados Unidos (2-3 años) es 
dos o tres veces mayor que el de un plaguicida sinético (5-7 años). Haciendo énfasis en estos puntos, 
las preparaciones biológicas pretenden ser una solución permanente que no requiera aplicaciones 
regulares como los agroquímicos, porque éstas se pueden adaptar a cambios evolutivos de una 
plaga en particular; y parte de estos aspectos han influenciado para aseverar que dentro de 2-3 años 
se estimaría un incremento de 150-300% del mercado global de biopesticidas (Donoso et al., 2011). 
Empero, se debe tomar en cuenta que el desarrollo de estos bioproductos presenta una serie de 
limitaciones: (1) los efectos de su aplicación no son inmediatos ni tan dramáticos como los de los 
plaguicidas; (2) la plaga se reduce pero no se elimina por completo; (3) el comportamiento de la 
plaga ante biocontrol es difícil de determinar aunque se cuenten con modelos de simulación; (4) el 
control biológico es al principio más costoso con respecto del control químico; (5) las condiciones 
de luz y humedad relativa repercuten sobre la efectividad del producto; y (6) al principio se 
requieren aplicaciones permanentes de inóculos del microparásito, mientras que las aspersiones 
químicas sólo se realizan hasta alcanzar el umbral de infestación (Nicholls-Estrada, 2008). 
Otras situaciones que se han generado en torno al desarrollo de bioplaguicidas es que se deben 
cumplir una serie de medidas fitosanitarias pre- y post-liberación en el mercado las cuales 
compreden el monitoreo de los microorganismos para corroborar su persistencia en campo, estimar 
los impactos reales sobre la plaga y los organismos no-blanco, establecer planes de acción para 
prevenir los posibles riesgos del bioformulado en el ecosistema, realizar protocolos de seguridad 
para verificar que el producto no presenta contaminantes, mantener suficiente documentación 
sobre el formulado y regular las dosis del biocontrolador in vivo (Hoeschle-Zeledon et al., 2013). 
Además, el desarrollo de un bioinsecticida efectivo depende de la selección de un aislamiento 
altamente virulento para el hospedero-blanco con el que se pueda formular una dosis apropiada de 
esporas que sea potencialmente efectiva in vivo, el cual debería ser genética y biológicamente 
estable (Babu, 2013). De ahí que se ha estudiado la posibilidad de sinergizar pesticidas químicos 
selectivos como spinosad y bórax en asociación con agentes etiológicos como los hongos B. 
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bassiana, M. anisopliae y Paecilomyces spp., y hongos antagonista como Trichoderma harzianum, 
T. viride ó Escovopsis weberii junto con una dosis específica de las δ-endotoxinas B. thuringiensis y/o 
extractos vegetales tóxicos (Isenring y Neumeister, 2010). 
El desarrollo de bioproductos que contengan una mezcla de agentes etiológicos también han sido 
sugeridos por Escobar-Durán et al. (2002), quienes mencionan que el efecto combinatorio de los 
micoparásitos M. anisopliae y B. bassiana junto con el hongo antagonista Trichoderma lgnorum 
como ingredientes activos dentro de cebos con un atrayente (p.e. extracto de naranja) y un 
estabilizador (p.e. avena) podría ser útil para reducir la actividad forrajera a niveles mínimos de Atta 
y Acromyrmex y el tamaño de la colonia, así como potenciar y diversificar el ataque tanto hacia las 
obreras forrajeras como hacia el hongo L. gongylophorus (Escobar-Durán et al., 2002). 
Las zompopas han sido utilizadas como sujetos apropiados con biocontroladores debido a la 
longevidad de la colonia y por los impactos ecológicos sobre el área circundante (Poutasse, 2010). 
Por ello y tomando en cuenta un primer acercamiento con los resultados positivos al evaluar un 
hongo antagonista como es Escovopsis para inhibir el jardín fúngico y colapsar la colonia (Elizondo-
Wallace, 2012); el presente trabajo pretende determinar el potencial de diferentes aislamientos de 
hongos y cepas de B. thuringiensis aislados de jardines, insectos vivos, cadáveres, cámaras de basura 
y suelo circundante de la colonia; que puedan actuar como patógenos contra zompopas de la 
subcasta cortadora de Atta cephalotes para posteriormente formular con dosis estandarizadas un 
cebo con microorganismos entomopatógenos del himenóptero y antagonistas del jardín fúngico. 
Consecuentemente, para esta investigación se planteó la siguiente hipótesis: existen cepas de 
microorganismos entomopatógenos autóctonos de Costa Rica que concurren obreras, cadáveres de 
insectos, suelo asociado a la colonia, jardín fúngico y/o cámaras de desecho en nidos de Atta 
colombica; los cuales exhiben un alto potencial de patogenicidad y se podrían aplicar como agentes 
de control biológico para combatir las zompopas obreras de la especie Atta cephalotes. 
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OBJETIVOS 
2.1 Objetivo general 
Evaluar la capacidad entomopatógena de una colección de hongos y cepas de B. thuringiensis 
aislados de individuos vivos, cadáveres, suelo, jardín fúngico y cámaras de desecho asociados a 
colonias de zompopas para combatir hormigas obreras de la especie Atta cephalotes. 
2.2 Objetivos específicos 
1. Determinar la capacidad infectiva de las esporas de una colección de hongos 
potencialmente entomopatógenos obtenidos a partir de materiales asociados de colonias 
de zompopas sobre hormigas forrajeras de la especie Atta cephalotes. 
2. Establecer la dosis/concentración letal media (LC50/ DL50) de los hongos más virulentos y las 
cepas de B. thuringiensis más agresivas para combatir obreras de A. cephalotes. 
3. Estimar el tiempo de muerte media (TL50) de las cepas de B. thuringiensis y los hongos más 
promisorios contra zompopas de la subcasta cortadora de A. cephalotes. 
MÉTODOS 
3.1 Muestreo, recolección y establecimiento de colonias de Atta cephalotes en laboratorio  
La recolecta de las colonias de zompopas se realizó con base en protocolos internos y otras 
recomendaciones sugeridas por los miembros que conforman el Grupo Integrado Simbiosis-
Hospedero-Microorganismo. Se efectuaron giras de campo en tres localidades de Costa Rica:  
1) Estación Biológica La Selva – Sarapiquí, Heredia (10°25′51.75″N, 84°0′14.08″O). 
2) Ciudad de la Investigación – San Pedro de Montes de Oca, San José (9°57'0"N, 84°2'0"O). 
3) Parcelas de investigación de la finca comercial “La Montaña” del Centro Agronómico 
Tropical de Investigación y Enseñanza (CATIE) – Turrialba, Cartago (9°52’0"N y 83°38’0"O). 
En las diferentes giras de campo se llevaron a cabo excavaciones de montículos (Fig. 7A) y recolectas 
del hongo L. gongylophorus de la especie Atta cephalotes que se utilizaron en los ensayos 
posteriores, manteniendo la técnica aséptica durante la recolección de cada pieza de jardín fúngico. 
Una vez que se alcanzó una cámara subterránea (Fig. 7B), el jardín fúngico cosechado y con la mayor 
parte de la población de obreras y la reina (Fig. 7C)14 (para cámaras incipientes) se extrajo con ayuda 
de una cuchara flameada con alcohol de 95°, y se colocó en recipientes plásticos con capacidad de 
                                                          
14 Las hormigas de la casta soldados fueron removidas del jardín fúngico porque no aportan mucho en el mantenimiento 
y el desarrollo de L. gongylophorus. 
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40 ó 72 onzas15 previamente desinfectados con etanol de 70°. Seguidamente, cada recipiente con 
el jardín se dispuso en una caja plástica contenedora (Fig. 7D), cuyo borde superior se limpió con 
una capa de aceite mineral para que las hormigas resbalaran cuando intentaran escalar el 
contenedor. De inmediato, se procedió a remover la tapa que contenía el jardín fúngico para que 
las hormigas salieran y se adaptaran a su nuevo ambiente. 
Adicionalmente, en el fondo del contenedor y afuera del recipiente que contenía el jardín se colocó 
media caja de Petri plástica, a la cual se le añadieron hojuelas de avena para promover la rápida 
adaptación de las hormigas y la estabilización de la colonia en condiciones de laboratorio durante 
las primeras 24 h – 48 h (Fig. 7E). Asimismo, se dispuso una mota de algodón estéril humedecida 
con agua destilada estéril (ADE) para mantener la humedad en el medio, y luego de 24 h, la avena 
se sustituyó con hojas frescas de vainillo (Tecoma stans, Bignoniaceae) para que las obreras 
forrajeras proporcionaran un sustrato apropiado para el crecimiento del hongo (Fig. 7F) y 
removieran el sustrato desgastado afuera del jardín para crear una cámara de desecho. El alimento 
de las zompopas se renovó cada 2 días para la manutención de los jardines recolectados. 
 
Figura 7. Etapas de colecta y establecimiento in vitro de jardines fúngicos de zompopas de A. cephalotes. (A) 
Estructura externa de un montículo maduro con diferentes bocas de entrada, San Pedro de Montes de Oca, 
San José; (B) estructura externa de un montículo, donde se ubica una cámara subterránea con un jardín 
fúngico incipiente después de ser excavado, Turrialba, CATIE; C) estructura amolar externa del cultivar 
incipiente de L. gongylophorus rodeado por individuos de diferentes castas; (D) cajas contenedoras usadas 
para colocar los recipientes con el jardín fúngico; (E) sistema desarrollado para mantener las hormigas in vitro, 
añadiendo hojas frescas para que las obreras incorporen material vegetal fresco, junto con hojuelas avena 
                                                          
15 En el caso de aquellos jardines que tuvieran jardines fúngicos incipientes de 2 a 4 años de edad. 
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para que los individuos se estabilicen en un periodo de 24 h y algodón humedecido con agua destilada estéril 
para promover condiciones de humedad en el contenedor, (F) jardín fúngico con hojas frescas incorporadas 
por las obreras en el día 2 después de colectar la colonia. 
Scott et al. (2010) mencionan que los jardines fúngicos cultivados en campo y aquellos que se 
mantienen in vitro son espacio-temporalmente estables porque las comunidades microbianas 
identificadas y grupos de microorganismos detectados en ambos tipos de jardines fúngicos fueron 
las mismas, a pesar de que en los basureros se encontró mayor diversidad de microorganismos en 
jardines fúngicos de campo que in vitro. Por ello, al transferir el hongo cosechado junto con una 
parte de la población de zompopas, se esperaría que al realizar las pruebas posteriores no se 
generaran modificaciones significativas en la colonia mientras éstas se mantuvieran in vitro. 
Las colonias de A. cephalotes mantenidas en condiciones de laboratorio en el Centro de 
Investigación en Biología Celular y Molecular (CIBCM, UCR) fueron utilizadas para llevar a cabo 
bioensayos de ingestión, patogenicidad y virulencia con los posibles entomopatógenos aislados y 
derivados de las colecciones de B. thuringiensis y hongos pertenecientes al Grupo Integrado 
Simbiosis – Hospedero – Microorganismo (GISHM). 
3.2 Aislamiento y obtención de un cultivo puro del complejo espora-cristal 
3.2.1 Establecimiento de la colección de cepas de B. thuringiensis y detección de aislamientos 
promisorios (protocolo desarrollado por el colega José Fabián Cerdas-Araya) 
Se llevaron a cabo giras de campo en los Parques Nacionales Carara y Corcovado,  Refugio Nacional 
de Fauna Silvestre Golfito y Reserva Biológica La Selva; para obtener muestras de diversas partes de 
jardín fúngico, hormigas vivas asociadas al jardín, obreras muertas en las cámaras de desecho y 
suelo de las cámaras de basura de las zompopas del género Atta colombica. De las cámaras de 
desecho se extrajo la mayoría de aislamientos porque se supuso que había mayor oportunidad de 
encontrar cepas virulentas de B. thuringiensis contra zompopas de otras especies, ya que éste 
género de hormigas en particular construye montículos en la intemperie a partir de las unidades de 
carga que éstas acarrean para crear montañas de basura hacia afuera del nido. Dicho supuesto 
deriva de diversos estudios donde se ha planteado que estos grupos de insectos sociales –donde 
habitan millones de individuos– se ven amenazados eusocialmente por el desarrollo de 
enfermedades asociadas a los desperdicios que éstas producen y por tanto; requieren de prácticas 
sanitarias efectivas para disponer de sus productos fecales, miembros muertos de la colonia y el 
manejo de desperdicios derivados del procesamiento de alimento; con el fin de combatir el riesgo 
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a posibles enfermedades ocasionadas por entes entomopatógenos que las puedan atacar 
directamente y enfermedades que puedan colapsar su única fuente de alimento producida por el 
basidiomicete que éstas cultivan, como el parásito antagonista Escovopsis spp. (Hart et al., 2002). 
Las posibles cepas de Bt se reactivaron a partir de muestras recuperadas de las cámaras de basura 
de A. colombica y se crecieron, primero en 25 mL de medio LB sólido durante 24 h, y luego se tomó 
un 1 mL de la solución anterior y se cultivó en 25 mL de medio HCT líquido. Una vez inoculado, el 
medio HCT se incubó por un periodo de 5 días bajo condiciones aerobias y a 200 rpm hasta que se 
alcanzara la fase de crecimiento estacionaria y se iniciara la esporulación. Posterior a este periodo, 
el volumen total se transfirió a tubos Falcon de 50 mL y se centrifugó a 4000 rpm por 30 min. El 
pellet recuperado que contenía el complejo espora-cristal se lavó tres veces con solución de PBS al 
9% (m/v), se hizo una cuantificación de esporas viables en la que se obtuvieron 1 × 108 esporas mL-
1 para verificar la pureza y presencia de toxinas en el medio de cultivo, y finalmente los aislamientos 
se almacenaron en crioviales conteniendo 20% de glicerol bajo congelación a -80 °C para luego ser 
probados en ensayos burdos (Cerdas-Araya, 2015). 
3.2.2 Preparación de inóculos para obtener el complejo espora-cristal de las cepas de Bt 
Cada una de las 15 cepas de B. thuringiensis se clasificó de manera descendente de acuerdo con la 
actividad entomotóxica que éstas exhibieron en estos bioensayos (Cuadro 2), y para dicha selección 
se tomaron en cuentra los criterios de mortalidad acumulada alcanzados en los días 7 y 9, así como 
la mortalidad natural de las zompopas que se obtuvo entre los días 7 y 9. 
Cuadro 2. Cepas de Bacillus thuringiensis ensayadas por el colega José Fabián Cerdas en un bioensayo burdo 
y que alcanzaron mayores porcentajes de mortalidad. 
No. 
cepa 
Cepa 
Bt 
Mortalidad, 
día 7 (%) 
Mortalidad 
C-, día 7 (%) 
Mortalidad, 
día 9 (%) 
Mortalidad 
C-, día 9 (%) 
Origen del 
aislamiento 
1 Bt34 80 17 83 17 Obreras vivas 
2 Bt40 77 20 83 33 Jardín fúngico 
3 Bt33 60 17 80 17 Obreras muertas 
4 Bt28 53 10 77 17 Obreras muertas 
5 Bt19 10 10 73 17 Cámaras de desecho 
6 Bt21 13 10 73 17 Cámaras de desecho 
7 Bt27 40 10 73 17 Obreras muertas 
8 Bt45 67 20 70 23 Obreras muertas 
9 Bt20 20 10 67 27 Obreras muertas 
10 Bt29 33 10 67 13 Obreras muertas 
11 Bt26 43 10 60 13 Obreras muertas 
12 Bt42 47 20 60 23 Obreras vivas 
13 Bt44 50 20 53 23 Obreras vivas 
14 Bt38 47 20 50 23 Obreras vivas 
15 Bt47 10 7 50 7 Obreras muertas 
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A cada una de estas cepas mantenidas en los crioviales a -80°C se les extrajo un pre-inóculo con el 
asa bacteriológica, el cual se dispensó por separado en frascos erlenmeyers de 250 mL con 62,5 mL 
de medio nutritivo Lauria-Bertani autoclavado previamente para promover el crecimiento de células 
vegetativas. Cada erlenmeyer se colocó en shaker y se mantuvo en condiciones de agitación aerobia 
a 150 rpm durante 48 h y temperatura de 28 °C (Figura 8A). 
Durante este periodo, se prepararon 1600 mL de medio de cultivo limitado HCT (modificado de 
Lecadet, 1980) que induce la producción de esporas de B. thuringiensis. Para ello, se incorporaron 
80 mL de solución I (fosfato diácido de potasio, KH2PO4 al 0,068%) 1,6 mL de solución II (sulfato de 
magnesio heptahidratado, MgSO4 7H2O al 0,0123%; sulfato de magnesio hidratado, MgSO4 H2O al 
0,000169%; sulfato de zinc heptahidratado, ZnSO4 7H2O al 0,0014%), 16 mL de solución III (sulfato 
de hierro heptahidratado, FeSO47H2O al 0,002% y ácido sulfúrico 1 N al 0,1%) y 6,4 g de peptona 
grado bacteriológico en un erlenmeyer con capacidad de 2 L. El medio se ajustó a un pH = 7.25 y se 
autoclavó a 121 °C durante 20 min. Una vez que el medio se encontró a temperatura ambiente, se 
añadieron 16 mL de solución IV (cloruro de calcio dihidratado CaCl2 2H2O al 0,0147%) y 48 mL de 
solución de dextrosa al 10% (m/v). El medio se ajustó a un volumen final de 1438,4 mL con agua 
destilada estéril y se almacenó en refrigeración a 4 °C hasta su uso. 
Para obtener un crecimiento sincronizado del complejo espora-cristal de cada una de las cepas de 
B. thuringiensis seleccionadas, se tomaron 10 mL del pre-inóculo crecido en el medio LB después de 
48 h y se dispensaron en 250 mL de medio HCT transferido a erlenmeyers de 1 L, manteniendo la 
técnica aséptica. Una vez que se obtuvo el cultivo deseado, los erlenmeyers con las diferentes cepas 
se colocaron en shaker y éste se mantuvo a 150 rpm y 28 °C durante un periodo de 72 – 96 h (Figura 
8B), verificando mediante tinción de Gram que no hubiese contaminación cruzada. Los medios de 
cultivo con HCT se mantuvieron cubiertos con papel aluminio para prevenir  que las proteínas 
del medio tuvieran contacto con los rayos UV-C (λ ≈256 nm), ya que tienden a inactivar la actividad 
de las esporas en formación (Talkhan et al., 2007). 
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Figura 8. Medios de cultivo utilizados para cosechar el complejo de esporas y cristales de B. thuringiensis. A) 
medio nutritivo Lauria-Bertani (LB) utilizado para inducir la producción de células vegetativa. B) medio HCT 
cubierto con aluminio para prevenir el efecto de los rayos UV sobre los medio, y que se utilizó para alcanzar 
la fase estacionaria de las células y promover la fase de esporulación y posterior producción de toxinas Bt. 
3.2.3 Determinación de la morfología de la mezcla de δ-endotoxinas y esporas 
Los cultivos crecidos después del periodo de incubación (4-5 días) fueron analizados mediante frotis 
bajo microscopio de luz con tinción de Gram, utilizando la solución de Coomasie preparada con azul 
de Coomassie R-250 al 0,25% (m/v), etanol al 60% (v/v) y ácido acético al 7% (v/v) (Arrieta y 
Espinoza, 2006). Para ello, se tomaron dos alícuotas de cada cepa con el asa bacteriológica utilizando 
la técnica aséptica y se distribuyeron en la superficie de un portaobjetos de vidro, por separado. 
Seguidamente, cada muestra se fijó a la llama por unos segundos y se tiñó con la solución de 
Coomassie al 0,25% (m/v). Las muestras permanecieron en contacto con la solución de tinción 
durante 1 min, y una vez concluido este periodo se procedió a lavar el exceso de colorante sobre la 
muestra con agua y se secó con un trozo de papel toalla a temperatura ambiente (Carrera-Cabezas, 
2009). Finalmente, se dispuso a observar la morfología de las diferentes estructuras de cada cepa 
bajo el microscopio óptico de luz con un aumento de 100X para corroborar la presencia de esporas 
e inclusiones proteicas cristalinas, proteínas Cry (Ver Anexo 1). 
3.2.4 Conteo de esporas viables de cada cepa de B. thuringiensis 
La concentración de esporas viables en el medio de cultivo HCT fue cuantificada para estimar la 
proporción del complejo espora-cristal cosechada, cuyo experimento se llevó a cabo según 
Valicente y Mourão (2008) con algunas modificaciones. Se tomó una alícuota de 2 mL de medio HCT 
de cada cepa y se dispensaron en un tubo eppendorf con capacidad para 2 mL. El tubo se calentó a 
80 °C durante 15 min. Posteriormente se llevaron a cabo diluciones seriadas hasta alcanzar la 
dilución del orden de 10-5, donde previamente se comprobó que a tal dilución se podía hacer una 
cuantificación de esporas en el ámbito de 30 a 300 unidades formadoras de colonias (UFC mL-1). 
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Las diluciones se realizaron agregando 900 µL de solución salina al 1% (m/v) en los tubos tipo 
eppendorf estériles y 100 µL de la dosis madre o la dosis decimal anterior, las cuales se 
homogenizaron con la micropipeta. De cada suspensión, se tomaron 100 µL de cada muestra de la 
cepa de interés y se adicionaron en placas LB gelificadas con agar al 1,5% (m/v), cuyo volumen se 
extendió homogéneamente con ayuda del asa de Digralski, esterilizada previamente a la llama. Este 
proceso se repitió dos veces más para cuantificar las esporas por triplicado (n = 3), las placas LB 
resultantes con la dilución de 10-5 se incubaron por 24 h a 30 ± 1 °C y se registró el número promedio 
de unidades formadoras de colonias por mililitro de medio HCT obtenido (Figura 9). 
 
Figura 9. Placas Luria-Bertani gelificado con agar al 1,5% (m/v) con las diluciones de 10-5, 10-6 y 10-7, donde se 
observa que la proporción de esporas que se ubica entre 30 y 300 UFC/mL fue la dosis de 10-5, la cual se utilizó 
como base para continuar haciendo la cuantificación de esporas a dicha dilución. 
3.2.5 Centrifugación y liofilización de las diferentes cepas de B. thuringiensis a evaluar 
Una vez que se verificó la pureza del cultivo con el complejo espora-cristal, el pH del medio se redujo 
a 4.0 para el mantenimiento de las células bacterianas y se dispuso a realizar el protocolo de 
centrifugación, con base en el experimento propuesto por Bravo y Silva-Filha (2002). El volumen 
total del medio de cultivo se transfirió a un contenedor de centrífuga con dimensiones apropiadas. 
Las muestras se colocaron en un rotor Type 19 y se procedió a centrifugar los medios en la centrífuga 
Sorvall WX Ultracentrifuge Series® (Thermo Scientific) bajo condiciones de vacío, a refrigeración (4 
°C) para evitar la desnaturalización de proteínas y una velocidad de 10000 × g (equivalente a 8200 
rpm según el rotor) por 15 min. 
Posteriormente, el sobrenadante obtenido con restos celulares y proteínas insolubles en medio 
acuoso se descartó y se recuperó el botón en el fondo del recipiente, el cual fue lavado con al menos 
3 mL de solución salina estéril a 1 mol L-1 para la remoción de las proteasas endógenas que pudieran 
desnaturalizar las proteínas tóxicas de Bt. Las muestras se homogenizaron en vortex para a realizar 
un nuevo proceso de centrifugación bajo las condiciones descritas previamente (Fuchs et al., 1993) 
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Este proceso se repitió dos veces más y una vez que se centrifugaron los contenedores con el medio 
HCT, se procedió a sonicar cada muestra 1 min en sonicador ultrasonic cleaner bath sonicator FS6 
(Fisher ScientificTM) que está ajustado a 40 kHz, a cuya frecuencia se ha demostrado que las ondas 
ultrasónicas de baja frecuencia generan una microcorriente por efecto de la cavitación estable 
(proceso de implosión y vibración de burbujas que pasan a través del medio líquido), cuya fuerza 
mecánica promueve la disrupción y homogenización de las células microbianas (Kang, 2006). 
Finalmente, el sobrenadante se decantó en su totalidad y el pellet restante se transfirió a tubos con 
capacidad de 5 mL previamente pesados para hacer el cálculo posterior de los pesos fresco y seco, 
y estimar el grado de recuperación (%). 
Las muestras en los tubos se almacenaron toda la noche a -70 °C y después de este periodo, las 
tapas de cada tubo se removieron y en la boquilla de cada uno se colocó un fragmento de papel 
Parafilm, al cual se le hicieron agujeros con la punta de una asa micológica previamente esterilizada 
a la llama con el fin de que ocurriera la sublimación progresiva con mayor facilidad. 
Los tubos se colocaron dentro de los frascos para liofilizar y se conectaron en el colector del 
liofilizador FreeZone® (Labconco Corp., Kansas City, MO). De inmediato, se encendió la bomba de 
vacío (25 Pa) una vez que se alcanzó la temperatura óptima de refrigeración (-41 °C). El proceso de 
liofilización ó freeze drying se estuvo monitoreando por aproximadamente 4 – 5 h, verificando que 
la bomba de vacío absorbiera el calor y transfiriera el vapor de agua de la superficie de la muestra 
al colector. Luego de 6 – 7 h, el proceso de detuvo, las muestras se almacenaron en refrigeración a 
4 a 8 °C hasta su uso en la preparación de las dosis a incorporar en la dieta semi-sólida. La liofilización 
es un proceso adecuado para secar materiales termolábiles y que sean compatibles con operaciones 
estériles como enzimas y microorganismos; ya que las muestras son sometidas al fenómeno de 
sublimación progresiva, donde el solvente de una muestra en solución pasa directamente de estado 
sólido (hielo) a vapor sin pasar por el estado líquido y se recupera únicamente el soluto (Nireesha 
et al., 2013). Para que esto ocurra, la muestra a secar necesariamente se debe congelar junto con 
el frasco liofilizador antes de conectarse al sistema de bombeo de vacío, que debe estar por encima 
del punto triple de presión; y una vez congelada, debe pasar por etapas de secado primaria y 
secundaria con ayuda de la cámara de condensación para finalmente recuperar la muestra liofilizada 
(Pržić et al., 2004). 
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3.3 Bioensayo de ingestión en dieta sólida con concentraciones de Bt sobre obreras forrajeras 
La preparación de la suspensión microbiana y el procedimiento para establecer el bioensayo fino se 
estableció con base en el protocolo propuesto por Navon (2003), con algunas modificaciones y 
sugerencias del grupo de biocontrol del CIBCM y del Ph.D. Jorge Ibarra Rendón. Para ello, se 
prepararon diluciones seriadas de Bt con las siguientes dosis decimales: 1 mg mL-1, 100 μg mL-1, 10 
μg mL-1, 1 μg mL-1 y 0,1 μg mL-1. Cada dilución se preparó en tubos tipo eppendorf con capacidad de 
2 mL, partiendo de la dosis madre correspondiente a 1 mg de liofilizado de Bt por cada mililitro de 
dieta a incorporar en las placas Petri, y haciendo las diluciones posteriores dispensando 200 µL de 
la solución madre o la dilución anterior sobre tubos conteniendo 1800 µL de solución salina estéril 
al 10% (v/v). El diluyente de todas las preparaciones fue dieta sólida en su fase líquida, la cual se 
preparó a partir del protocolo modificado de Silva et al. (2002) adicionando dextrosa al 5.0% (m/v), 
agar al 1.5% (m/v) y citropulpa al 1% (m/v)16 ajustado a un pH de 5.6 y añadiendo 4 gotas de 
colorante azul comercial para cocina – que se incorporó para verificar que las zompopas 
consumieran la dieta, revisar en Sección 3.3.1 – antes de autoclavar por 15 min17. La citropulpa fue 
el ingrediente adicional incorporado en la dieta porque el estudio previo de Herrera et al. (2013) 
demostró que este componente fue un atrayente estadísticamente apropiado (prueba LSD de 
Fisher, α = 0,05) para que las zompopas del género Atta spp. acarrearan el perdigón a sus respectivos 
nidos en tiempos promedio más bajos (x ̅= 33,53 – 47,46 min) en comparación con el insecticida 
químico bioactivo contra hormigas cortadoras de hojas, Mirex-S® (x ̅= 72,04 min); y favoreció a la 
germinación de esporas del hongo antagonista del jardín fúngico, Trichoderma spp. 
De acuerdo con lo mencionado por O’Callaghan et al. (2012), la utilización de una dieta artificial para 
evaluar insectos en bioensayos suele ser más fácilmente reproducible y eficiente, siempre y cuando 
los componentes de la dieta alcancen una supervivencia óptima del insecto, la cual no debe exceder 
el 20% de mortalidad natural. Además, la selección de incorporar el agente biocida en la dieta 
esterilizada en estado líquido para proporcionarla a las zompopas consideró el comportamiento de 
alimentación de este himenóptero, ya que con los individuos mastican la dieta semisólida con sus 
mandíbulas. Luego de preparar todas las diluciones y con la dieta autoclavada, mantenida a 
temperatura soportable a la mano (≈40 °C), se incorporó 1 mL de cada una de las concentraciones 
                                                          
16 La citropulpa fue incorporada posteriormente dentro de la dieta durante el proceso de estandarización de 
los protocolos, dado que éste componente actúa como atrayente de las hormigas cortadoras de hojas e 
idealmente se podría adicionar en la etapa de formulación del perdigón para controlar esta plaga. 
17 La dieta no se autoclavó por 20 min, dado que la dextrosa en el medio tiende a caramelizar en ese tiempo. 
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decimales del liofilizado de las cepas B. thuringiensis disuelto en la solución salina al 10% (m/v) sobre 
placas Petri estériles con dimensiones de 94 mm ø × 15 mm alto y seguidamente se vertieron 14 mL 
de la dieta semi-sólida en placas separadas de acuerdo con la dosis de Bt dispensada. Considerando 
que se agregó 1 mL del liofilizado disuelto, se hizo una corrección a los 15 mL dieta semi-sólida total 
por placa, para obtener la concentración final deseada. Finalmente, el medio se dejó secar por un 
periodo de al menos 7 min bajo el flujo de aire de la cámara de flujo laminar, y se almacenó en 
refrigeración a 4 °C hasta su uso en bioensayos. 
Paralelamente, se prepararon tres grupos de placas adicionales que se utilizaron como controles, 
uno de los cuales fue la incorporación de un control positivo químico que correspondió a ácido 
trioxobórico, H3BO3 al 1 mmol mL-1; cuyo reactivo químico se probó experimentamente como un 
compuesto efectivo para matar más del 90% de las zompopas y se ha utilizado en bioensayos de 
toxicidad a nivel ultraestructural e histopatológico para conocer las respuestas compesatorias y no-
compensatorias que sufren las microvellosidades (acortamiento, irregularidad o lisis), mitocondria 
(abultamiento, variación en el número de crestas, disrupción de membrana), retículo endoplásmico 
rugoso (cisternas con dilatación o vesiculadas, degranulación, disrupción de membrana, formación 
de figuras de milina) o el núcleo (alteraciones morfológicas, compactación de cromatina, cariolisis 
nuclear, dilatación del espacio perinuclear) del intestino medio, túbulos de Malpighi y glándulas 
post-faríngeas de las obreras de Atta sexdens rubropilosa (n = 6, r = 3) después de ser expuestas a 
concentraciones de 0,2-0,5% de este ácido por 7 días (Silva-Zacarin et al., 2011). 
Los otros dos grupos seis placas (tres por tratamiento) se emplearon para establecer: 1) un control 
positivo biológico correspondiente a la adición de la concentración subletal (LC50) estimada para una 
de las cepas comerciales de B. thuringiensis subs. israelensis (código Bti-1A), que se ensayó de forma 
experimental y se valoró mediante la prueba Probit como una de las mejores cepa bioactivas contra 
obreras de tamaño intermedio de A. cephalotes en comparación con otras 6 cepas seleccionadas 
aleatoriamente de la colección de 14 cepas comerciales pertenecientes al grupo de control biológico 
del CIBCM y que fue parte de la estandarización de protocolos de los bioensayos (Anexo 2); y 2) un 
control negativo que correspondió únicamente a la adición de dieta artificial en la caja Petri sin 
incorporar concentración alguna de otro componente aicional a la dieta artificial de zompopas. 
Para darle la suficiente validez y poder estadístico a la prueba, las 5 concentraciones de cada cepa a 
evaluar se probaron por triplicado (r = 3) y se seleccionó un número total de 10 obreras de la 
subcasta forrajera (n = 10) de tamaño intermedio (0,5 – 0,9 cm) provenientes de una colonia que 
48 
 
contara con un jardín fúngico sano y suficientes individuos para ser utilizados como unidad 
experimental. Los grupos de 10 hormigas fueron transferidos a una caja Petri estéril que contenía 
1,5 cm2 de dieta artificial cortada con instrumentos flameados con anticipación. Una vez que se 
colocaron aleatoriamente todos los individuos dentro de las placas con sus respectivas réplicas; 
todas las placas fueron transferidas a un contenedor plástico de color azul oscuro y se incubaron a 
temperatura ambiente bajo oscuridad total (para evitar el efecto de la luz sobre las toxinas en la 
dieta) para reportar la mortalidad diaria de cada insecto sometido a una de las dosis de cada cepa. 
La mortalidad de los himenópteros fue evaluada diariamente durante 7 días continuos, y en el día 7 
se registró el último valor de mortalidad, dado que en algunos de los bioensayos burdos la 
mortalidad natural de los individuos alcanzó más del 20% y el protocolo se estandarizó para aceptar 
una mortalidad natural menor o igual a este porcentaje (McGuire et al., 1997). Cuando se 
obtuvieron todos los resultados, se procedió a analizar los datos con el paquete estadístico Minitab 
17®, para estimar las concentraciones y tiempos subletales con pruebas paramétricas (ANOVA de 
una vía, Probit) y no paramétricas (Krustall-Wallis, Kaplan-Meier) derivadas de los valores de 
mortalidad obtenidos con las 5 diferentes concentraciones, con una confianza del 95%. 
3.3.1 Validación de la ingestión de la dieta aritficial bajo disección del canal alimentario 
El protocolo de disección del aparato digestivo en obreras se desarrolló según los protocolos 
propuestos por Dijkstra et al. (2005) y Erthal Jr. et al. (2004). Una vez que se verificó que las obreras 
sometidas al bioensayo fino en dieta semi-sólida no presentaron movimientos voluntarios y tenían 
una coloración más oscura, fueron asignadas como individuos muertos y se procedió a recuperarlos 
de las placas Petri, manteniendo la técnica aséptica dentro de la cámara de flujo laminar. Además, 
una vez que concluyó el bioensayo, éste se mantuvo por un periodo de siete días más para disectar 
a las hormigas que quedaron vivas y que se continuaron alimentando, con el objetivo de verificar 
presuntivamente si en los individuos vivos había presencia de colorante en las regiones del íleo o el 
recto, y corroborar que estuvieran digiriendo completamente las partículas ingeridas de la dieta, 
incluyendo el Bt. La razón por la que el bioensayo concluido se dejó únicamente por 7 días fue 
porque Erthal Jr. et al. (2004) reportan que un colorante como el azul de Evans tiene un tiempo de 
residencia de 0,5 días en la región del buche, no más de 10 días en el íleo y el recto, y más de 11 días 
en la región del intestino medio en obreras de Acromyrmex subterraneus. 
Previamente, se hizo el montaje de una base correspondiente a un trozo de esponja con 
dimensiones de 12,5 cm de largo × 2,5 cm de alto, sobre la cual se colocó un trozo de papel blanco 
49 
 
para utilizarlo como fondo contrastante y encima de éste se dispuso un trozo de papel Parafilm 
sobre el que se situó el cadáver de la hormiga. Seguidamente, se procedió a ajustar el aumento del 
estereoscopio para visualizar al individuo a disectar con mayor detalle y se añadieron 4-5 gotas de 
solución Ringer para insectos, la cual es una solución fisiológica especializada para mantener los 
tejidos de insectos en solución sin que éstos se distorsionen durante la realización de un protocolo 
de disección. Dicha solución se preparó según el protocolo descrito por Becnel (1997) y con algunas 
modificaciones sugeridas por Povey et al. (2009), mezclando 8 g de cloruro de sodio (NaCl), 0,25 g 
de cloruro de calcio (CaCl2), 0,25 g de cloruro de potasio (KCl) y 0,25 g de carbonato de sodio 
(NaHCO3) en balón aforado de 1 L y homogenizando las sales en 1000 mL de agua destilada hasta la 
marca de aforo (pH = 7.5), para autoclavar la solución seguidamente. 
Es relevante considerar como antecedente que el canal alimentario de todo insecto está 
compartimentalizado en tres regiones distintivas que son el estomodeo (intestino anterior), 
mesenteron (intestino medio) y proctodeo (intestino posterior); donde la región del intestino medio 
es el principal sitio de digestión y absorción de carbohidratos y proteínas, y el pH del lumen de esta 
región intestinal es bioactivamente regulado y diverge de la hemolinfa; mientras que el protodeo es 
una región donde se acumulan los desechos y se termina de digerir el resto de alimento que no se 
logró hidrolizar en el mesenteron (Douglas, 2012). Considerando estos conceptos, inicialmente se 
separó la cabeza del himenóptero del resto del cuerpo y se inspeccionó el interior del mesosoma 
(conformado por el tórax y el propodeo) donde se ubica el tejido epitelial y el lumen del mesenteron. 
Si no había presencia del colorante disuelto o particulado en esta región del canal alimentario, se 
continuó disectando las secciones del pecíolo, postpecíolo y el gáster (Figura 10) para visualizar si 
en los contenidos del lumen y el tejido epitelial asociado al íleo y el recto había presencia del 
colorante azul en estas regiones del tracto alimentario. 
 
Figura 10. Esquema gráfico de las estructuras anatómicas características de las hormigas cortadoras de hojas 
del género Atta spp. Fabricius: a) antena, b) espina dorsal. Fuente: Adaptado de Herrera y Valenciaga (2011). 
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3.4 Establecimiento de la colección de hongos y selección de posibles entomopatógenos de 
zompopas (metodología desarrollada por Juan Carlos Cambronero Heinrichs) 
Las recolectas para establecer la colección de hongos se realizaron en el Parque Nacional Carara, 
ubicado en el distrito de Jacó, provincia de Puntarenas. Se eligieron azarosamente de 3 a 5 colonias 
de zompopas de la especie Atta colombica, y por cada nido se tomaron entre 100 y 300 hormigas 
de los siguientes 4 tipos de muestras: 1) hormigas forrajeras ubicadas en las cercanías de la colonia, 
2) obreras que se alojaban en una cámara de jardín fúngico, 3) hormigas muertas presentes en el 
montículo del basurero. Adicionalmente, se aisló un cuarto tipo de muestra que correspondió a 4) 
1 g de suelo asociado a las cámaras excavadas o asociado con el jardín fúngico. Cada una de estas 
muestras fue mantenida a 8 °C hasta su uso. 
Las muestras que incluyeron hormigas fueron pesadas para determinar un volumen a adicionar y 
realizar diluciones seriadas, se lavaron con solución de cloro estéril al 0,5% (v/v) durante 1 min y 3 
veces con agua destilada estéril. Cada muestra fue macerada en mortero, se diluyó en una 
proporción 1:10 (m/v) con Triton X-100 al 0,05% (v/v), y con dicha muestra se procedió a hacer 
diluciones seriadas en proporción 1:10 (v/v) con PBS. Por su parte, la muestra de 1 g de suelo fue 
diluida en 9 mL de Triton X-100 al 0,05 (v/v) para hacer dos diluciones seriadas 1:10 (v/v) en PBS.  
Se tomaron 100 μL de cada una de las muestras diluidas para hacer siembras por triplicado en placas 
con medio CTAB-Avena (20g Avena + 0,6g CTAB + 15g agar + 0,5g cloranfenicol), CTC (PDAY + 0,5g 
Cloranfenicol + 0,001g Tiabendazole + 0,25mg Ciclohexamida) y Dodina al 0,03% (m/v) (PDAY + 0,5g 
de cloranfenicol + 0,83ml de dodina al 36% (m/v)). Las placas con las respectivas muestras fueron 
incubadas a 30 °C en oscuridad y se dispuso a revisar las placas diariamente. Seguidamente, cada 
uno de los morfotipos obtenido fue aislado en medio PDA. Finalmente, las muestras fueron 
conservadas en glicerol al 20% (v/v) a -70 °C para ser reactivadas posteriormente. 
3.4.1 Reactivación de hongos seleccionados y preparación de suspensión de esporas 
Juan Carlos Cambronero Heinrichs hizo una selección de 30 posibles cepas de microhongos 
entomopatógenos, que fueron utilizadas para llevar a cabo la prueba preliminar de patogenicidad. 
Las mismas se eligieron según las características morfotípicas de las esporas y el tubo germinativo 
que estuviesen relacionadas con géneros de entomopatógenos reconocidos como agentes 
generalistas de biocontrol. Los hongos seleccionados para las pruebas de patogenicidad, así como 
la fuente de aislamiento de los mismos se describen con detalle en el cuadro 3. 
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Cuadro 3. Lista de cepas de hongos evaluados in vitro sobre obreras de A. cephalotes. 
Número de cepa 
Código de hongo 
Origen del aislamiento Proporción de fuente de 
aislamientos 
1 LD1031418 Cadáveres en el basurero 6/30 
2 27A  Cadáveres en el basurero 6/30 
3 30U Suelo asociado a la colonia 3/30 
4 29BB Hormigas de la colonia 6/30 
5 29AI Cadáveres en el basurero 6/30 
6 29S Hormigas de la colonia 6/30 
7 28AQ Hormigas de la colonia 6/30 
8 29Z Hormigas de la colonia 6/30 
9 29AC Cadáveres en el basurero 6/30 
10 29AA Hormigas de la colonia 6/30 
11 29BB Hormigas de la colonia 6/30 
12 29J Obreras vivas del basurero 10/30 
13 29N Hormigas forrajeras 5/30 
14 29K Obreras vivas del basurero 10/30 
15 29Ñ Obreras vivas del basurero 10/30 
16 28E Obreras vivas del basurero 10/30 
17 28H Obreras vivas del basurero 10/30 
18 29AB Cadáveres en el basurero 60/30 
19 29AL Cadáveres en el basurero 60/30 
20 28AM Obreras vivas del basurero 10/30 
21 29AX Obreras vivas del basurero 10/30 
22 30N Obreras vivas del basurero 10/30 
23 30Ñ Obreras vivas del basurero 10/30 
24 30Y Suelo asociado a la colonia 3/30 
25 30AK Obreras vivas del basurero 10/30 
26 28I Hormigas forrajeras 5/30 
27 29P Suelo asociado a la colonia 5/30 
28 29AG Suelo asociado a la colonia 3/30 
29 28Y Hormigas forrajeras 5/30 
30 29AS Hormigas forrajeras 5/30 
El protocolo para reactivar los diferentes hongos y preparar la suspensión de esporas se realizó con 
base en los protocolos de Elizondo-Wallace (2012), Poulsen et al. (2006) y Poulsen et al. (2002) con 
algunas modificaciones. Para ello, se prepararon placas Petri conteniendo medio agar papa 
dextrosa, PDA (del inglés Potato Dextrose Agar), ajustado el medio de cultivo a un pH de 4.0 para 
inhibir el desarrollo de microorganismos y autoclavado posteriormente (Ver colección de 
microhongos reactivados en el Anexo 3). Una vez autoclavado a temperatura soportable a la mano, 
se incorporó el antibiótico ampicilina a 0,1 g L-1  al medio PDA. Finalmente, el medio se almacenó en 
cuarto frío a 4 °C hasta utilizar las placas para reactivación. 
                                                          
18 Los seis códigos de hongos marcados con color azul (LD10314, 27A, 29AI, 29AL, 30N y 30U fueron 
seleccionados posteriormente para desarollar los bioensayos preliminares de virulencia. 
51 
 
Las placas con el medio PDA fresco se inocularon de forma separada con técnica aséptica, partiendo 
de las muestras de los hongos en los crioviales con su respectivo código. Con ayuda de un asa 
bacteriológica estéril se tomó un inóculo, y éste se colocó en tres puntos de la placa de PDA + amp 
0,1 g L-1 (pH = 4.0). Enseguida, las placas fueron incubadas a temperatura constante de 28 °C durante 
7 a 10 días. Paralelamente, cada vez que se probó un grupo de las 30 cepas, también se reactivó una 
cepa comercial genéticamente estable de Metarhizium anisopliae var. anisopliae (BIPESCO 5/ F52) 
de la colección del Instituto Leibniz DSMZ (del término alemán Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), Braunschweig, Alemania; que se caracteriza por 
esporular apropiadamente a temperaturas de 25-30 °C y a pH de 3.3-8.5, y actúa produciendo 
destruxinas A, B, y E bajo un mecanismo que no está completamente dilucidado, pero se cree que 
la muerte del insecto se debe a un efecto de parálisis, agotamiento de nutrientes, obstrucción física, 
invasión mecánica de órganos y toxicosis. Además, dicha cepa se evaluó experimentalmente como 
hongo entomopatógeno que tiene un alto grado de virulencia contra zompopas y para efectos de 
bioensayo, se utilizó como un control positivo biológico (EFSA, 2012). 
En laboratorio, se ha verificado que se requieren dosis mínimas de esporas para causar una infección 
por micosis en un insecto, pero dicha dosis no suele ser representativa en condiciones de campo, 
donde las infecciones exitosas deberían alcanzarse con un pequeño inóculo que permita alcanzar la 
mortalidad de un número significativo de individuo y se generen suficientes esporas viables para 
que éstas se propaguen a toda la población de individuo (Boomsma et al., 2014). Bajo tal disertación, 
transcurrido el periodo de reactivación, se preparó una suspensión de esporas de los hongos 
seleccionados y de la cepa de referencia de M. anisopliae  de la colección DSMZ bajo la técnica 
aséptica; raspando la superficie de una colonia esporulada al menos tres veces con asa 
bacteriológica y depositando cada inóculo con esporas en un tubo con capacidad de 5 mL y que 
contenía 2 mL de solución de Tween 80® al 0,01% (v/v). El Tween 80® es un sufactante no iónico 
que se ha utilizado en diversos estudios para evaluar hongos entomopatógenos debido a que 
permite la dispersión y homogenización de las esporas de conidias (Lemus et al., 2008) y por su 
capacidad de humedecer la cutícula hidrofóbica de hormigas (Rostas y Blassman, 2009). 
Posteriormente, la suspensión fúngica se agitó en vortex (1 min) y se dispuso a llevar a cabo un 
recuento del número de propágulos por unidad de volumen en cámara de Neubauer (Inglis et al., 
2012) para ajustar la concentración madre a una dosis estándar de 10000 esporas µL-1. Luego, se 
tomaron 15 µL de esta suspensión con micropipeta y se depositaron en la placa del hemocitómetro 
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para proceder a observar las esporas y hacer el conteo respectivo en microscopio óptico de luz 
(magnificación de 40X) (Lemus et al., 2008). Las esporas se contaron partiendo del recuadro central, 
conformado por 20 recuadros pequeños, los cuales a su vez poseen 16 recuadros más pequeños y 
de éstos, los 4 que estaban ubicados en las esquinas y el central se contaron para proceder a hacer 
el cálculo de la dosis madre de la siguiente forma: 
𝐷𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑚𝑎𝑑𝑟𝑒 (
𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑎𝑠
µ𝐿
) × 5 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 × 10 𝑚𝑚 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑓𝑢𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑝𝑜𝑟 𝑝𝑜𝑧𝑜 
Una vez obtenida la dosis madre, se calculó el volumen de esporas requerido para alcanzar la dosis 
estándar deseada de 10000 esporas µL-1, con base en la siguiente fórmula: 
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑎𝑠 𝑎 𝑖𝑛𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑟 =
(10000 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑎𝑠 × 1000 µ𝐿)
𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑑𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑚𝑎𝑑𝑟𝑒 (𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑎𝑠)
 
A partir de este valor, se hizo un resta de (1000 – volumen de solución de esporas (µL)) al volumen 
de esporas para obtener la cantidad de Tween 80® al 0,01% a adicionar para obtener un volumen 
final de trabajo de 1000 µL (Cavalcanti et al., 2007). 
3.4.2 Prueba de patogenicidad contacto dependiente in vitro para determinar la susceptibilidad 
de esporas de la colección de hongos sobre zompopas cortadoras 
Las pruebas de patogenicidad para controlar zompopas son útiles para identificar las cepas que 
demuestren ser más agresivas contra el insecto de interés (Ribeiro et al., 2012). Por esta razón, se 
realizaron estos bioensayos de patogenicidad para discriminar la agresividad entre una cepa y otra, 
partiendo de única dosis estandarizada a 10000 esporas µL-1 con base en los protocolos de Lemus 
et al. (2008), de Souza et al. (2013) y Diehl y Junqueira (2001) con algunas modificaciones. 
Se seleccionaron aleatoriamente 10 obreras (n = 10) de tamaño intermedio (1,2 – 1,5 cm largo), 
provenientes de una colonia con hongo sano. Cada individuo se dispuso de manera aislada en placas 
de Petri estériles con dimensiones de 145 mm ø × 20 mm de altura y se microinoculó con 1 μL de la 
suspensión de esporas de cada uno de los hongos seleccionados ó el hongo de la cepa de referencia, 
que se preparó mezclando un inóculo de esporas en 2 mL de solución de Tween 80® al 0,01% (v/v) 
y se estandarizó la dosis para alcanzar de 1×104 esporas μL-1. La gota de suspensión fue aplicada por 
gravedad sobre el mesotórax o cabeza del himenóptero y se dejó secar por ≈1 min para asegurar 
que las conidias permanecieran sobre la cutícula del insecto. Este protocolo se desarrolló de esta 
manera, dado que la aplicación de la dosis con el microinóculos de una dosis de hongos 
estandarizada colocada directamente en la superficie del exoesqueleto del insecto es uno de los 
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métodos comúnmente utilizado, y los volúmenes aplicados pueden ser tan bajos como 0,5 µL, dicha 
dosis es proporcional al número de propágulos insecto-1 (Goetel, 1997). 
Posteriormente, cada hormiga se colocó en tubos tipo eppendorf estériles con capacidad de 2 mL, y 
la boquilla de los mismos se cubrió con una mota de algodón estéril humedecida con abundante 
solución de dextrosa al 10% (m/v). Todos los tubos eppendorf con las hormigas fueron organizados 
en racks y posteriormente fueron transferidos a un contenedor plástico desinfectado y se evaluó la 
mortalidad de las zompopas hasta el día 7 de incubación. El ensayo se replicó tres veces (r = 3) con 
los tratamientos experimentales de hongos seleccionados, el control positivo (obreras con 
inoculados con la suspensión de la cepa de referencia) y el control negativo (hormigas sin dosis de 
esporas); y cuando se registraron los resultados del último día, se procedió a llevar a cabo el análisis 
estadístico con los análisis de varianza (ANOVA de una vía y Krustall-Wallis).  
3.4.3 Verificación presuntiva del proceso de micosis por efecto de las conidias creciendo sobre 
los cadáveres de zompopas obreras de Atta cephalotes 
Una vez muertos o con signos de micosis, 10 ejemplares (si los había) fueron removidos de los tubos 
tipo eppendorf, manteniendo la técnica aséptica y fueron transferidos a placas Petri con 
dimensiones de 145 mm ø × 20 mm de altura conteniendo al menos 10 trozos de papel toalla 
estériles (con dimensiones de 1 cm de ancho × 2 cm de largo) humedecidos con abundante agua 
destilada estéril, con ayuda de unas pinzas estériles para establecer un sistema de cámara húmeda 
en la placa y promover el desarrollo saprófito del hongo sobre el cadáver de la zompopa (de Zarzuela 
et al., 2012). Cada cámara con el respectivo código del hongo bajo el cual murieron los cadáveres se 
incubó a temperatura ambiente en cajas plásticas durante 4-5 días, y después de este periodo, los 
insectos fueron inspeccionados como prueba presuntiva para observar el proceso de micosis sobre 
los cadáveres y verificar de manera preliminar que cada posible hongo colonizara el cuerpo del 
himenóptero, cuyo crecimiento se observó inicialmente en estereoscopio (remitirse al Anexo 3). 
Adicionalmente, para observar las diferencias entre estructuras morfológicas de las hifas, 
conidiógenos y/o esporas de cada uno de los 6 hongos prometedores; se tomó una sección de 
micelio creciendo activamente sobre las aberturas externas y/o membranas intersegmentales de 
las obreras muertas mediante técnica aséptica y con asa micológica. El micelio recuperado con las 
esporas se dispersó uniformemente en el área de un portaobjetos, para teñir las estructuras de los 
hongos con solución de azul de lactofenol, y visualizar la morfología de los mismos mediante un 
microscopio óptico de luz (Inglis et al., 2012). 
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3.5 Prueba de virulencia contacto dependiente de los hongos entomopatógenos promisorios 
sobre obreras de tamaño intermedio de A. cephalotes 
Una vez que se seleccionan los aislamientos que causaron una mortalidad significativa (p < 0,05) y 
que exhibieran índices de mortalidad superiores a 50%, se realizó la prueba de virulencia, de la 
misma forma en que se estableció el bioensayo de patogenicidad, con algunas modificaciones de 
los protocolos de Conteiro-Castilho et al. (2010), Lemus et al. (2008) y Diehl y Junqueira (2001). Una 
vez que se reactivaron nuevamente estos hongos promisorios en PDA + ampicilina 0,1 g L-1 (pH = 
4.0), el género de cada uno de estos hongos fue identificado morfológicamente por las 
características microscópicas de las hifas, esporas y esporófito mediante la clave taxonómica 
descrita por Samson et al. (1988) y actualizada por Humber (2012), como se describe a continuación: 
a) Aspergillus (Michelli): el hongo dispone de conidióforos erectos sin ramificaciones que 
terminan en una estructura de ovoide hinchado o un ápice clavado llamado “vesícula”. Las 
fiálides presentan forma de frasco y son uniseriadas en la vesícula o biseriadas en la métula; 
las conidias son unicelulares dispuestas sobre largas cadenas, son suaves o rugosas, hialinas 
a tener un pigmento oscuro (29AI y 30N). 
b) Beauveria (Vuillemin): los conidióforos corresponden a verticilos y densos grupos de células 
conidiógenas simpoidales, cortas y globosas o con forma de frasco con un raquis apical 
denticulado dando apariencia de zig-zag, hialinas, de pared lisa. Las conidias son 
unicelulares, hialinas, de pared lisa, globosa a elipsoidal (LD10314 y 27A). 
c) Metarhizium (Sorokin): los conidióforos están dispuestos en parches compactos a 
estromáticos, las conidias son mononematas, aunque también ocurren sinematas sobre 
artrópodos enterrados en el suelo u otros sustratos. Las células conidiógenas se organizan 
en verticilos en una estructura similar a un “candelero”, son clavadas a cilíndricas; las 
conidias son unicelulares, de pared lisa, hialina a ligeramente pigmentada, la cual conforma 
cadenas agregadas en columnas prísmicas (30U). 
d) Paecilomyces Bainier: presentan conidióforos erectos, mononemata, aunque en algunas 
especies de insectos se expresa sinemata, verticilado, y asociando verticilos de 
ramificaciones divergentes y fiálides; las cuales poseen forma de frasco o con una región 
basal hinchada, que se estrecha abruptamente en un cuello variable. Las conidias son 
unicelulares, hialinas a ligeramente pigmentadas, y se producen en cadenas divergentes, de 
pared lisa u ocasionalmente espinosa (29AL). 
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Luego, se prepararon suspensiones de esporas de aquellos hongos reactivados que exhibieron 
capacidad infectiva igual o mayor a 90% a 1×104 esporas μL-1, y se hizo el conteo celular directo en 
cámara de Neubauer y utilizando microscopio óptico, para ajustar la concentración de una 
suspensión madre de cada inóculo con 2 mL en 1 mL de dilución, y proceder a realizar diluciones 
decimales seriadas hasta el orden de 1×10-5 (v/v), con el objetivo de establecer 5 dosis diferentes: 
1×103, 1×102, 1×101, 1 y 0,1 esporas μL-1. La dilución utilizada se derivó de la patente publicada por 
De Crecy (2012), quien asegura que el índice de dilución aplicable para una cepa de hongo a evaluar 
en un bioensayo puede ser tan baja como 1×10-6 (v/v) ó tan alta como 2×10-1 esporas μL-1 (v/v). 
Se seleccionaron aleatoriamente grupos de 10 hormigas (n = 10) de la casta forrajera que estuvieran 
en un jardín fúngico sano y cuyo individuos se observaran fisiológicamente activos para ser 
sometidos a ensayo con las diferentes dosis de hongos promisorios. Además, para corroborar la 
repetibilidad de los resultados, cada unidad experimental se replicó tres veces (r = 3). Las hormigas 
fueron trasladadas del jardín fúngico a placas Petri con ayuda de una pinzas estériles en cámara de 
flujo laminar y bajo la técnica aséptica, y se pipeteó por gravedad un microinóculo de 1 µL con la 
dosis recién preparado de cada hongo sobre la superficie de la cabeza o el mesotórax de los 
himenópteros. La microgota con la dosis agregada en el exoesqueleto del insecto se dejó secar por 
un periodo de ≈1 min. Posteriormente, cada individuo fue dispuesto en tubos eppendorf de 2 mL y 
la boquilla de cada tubo se tapó con una mota de algodón humedecida con solución de dextrosa 
estéril al 10% (m/v). Cada grupo de tubos con las unidades experimentales se organizó en racks y se 
procedió a incubarlos dentro de una caja plástica a temperatura ambiente con media placa Petri 
conteniendo agua destilada estéril en el fondo de las cajas para mantener la humedad. Una vez 
muertos, los cadáveres fueron removidos de los tubos tipo eppendorf y se colocaron en placas Petri 
para establecer nuevamente cámaras de húmedas y verificar el desarrollo saprófito sobre los 
insectos, como se describió en la sección 3.4.3. 
La mortalidad de las zompopas obreras se registró después de 7 días para calcular la dosis letal 
media (LD50) bajo la prueba paramétrica de regresión de Probit, y diariamente se contabilizó el 
número de insectos muertos para estimar el tiempo de letalidad medio (LT50) bajo el método no 
paramétrico de Kaplan-Meier. Adicionamente se hizo un análisis de varianza por corrida de grupos 
de hongos y por dosis aplicada para comparar los factores (tipo de hongo) y niveles de factor (dosis) 
y determinar si habían diferencias significativas con los controles positivo y negativo. 
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3.6 Análisis estadístico de los datos (Minitab 17®) 
Todos los análisis mencionados en esta sección se condujeron con ayuda de las funciones y gráficos 
generados por el paquete estadístico Minitab 17® (Minitab Ltd., Coventry, UK). Según lo que 
comenta Kaya y Vega (2012), es necesario evaluar al menos 5 niveles de factor, respondientes a las 
las dosis/concentraciones aplicadas en biocontrol de plagas parar cuantificar la mortalidad, 
infección o tiempo de muerte con ayuda de los parámetros de concentración o dosis letal (LC/LD, 
del inglés lethal concentration/lethal dose) o tiempo letal para muerte (LT, del inglés lethal time); y 
el parámetro más común que se expresa es el valor obtenido del percentil 50 ó 90 (LD50 y LD90). 
Los datos crudos de los valores de mortalidad reportados para las pruebas de patogenicidad y/o 
virulencia fueron sometidos a un análisis de varianza One-Way ANOVA (α = 0,05, n = 10 y r = 3, una 
vez que se cumplieron los supuestos de parametricidad (normalidad, homogeneidad de varianzas y 
poder estadístico). No obstante, aquellos datos que no se ajustaron a las pruebas de normalidad 
para la pueba ANOVA fueron transformados con la fórmula del arcoseno sinh-1 (x), la cual es 
estadísticamente válida para obtener un intervalo de valores más reducido (entre 0 y 3) para hacer 
un análisis de varianza o de toxicidad como la prueba Probit, y se ha reportado en diversos artículos 
científicos como una fórmula apropiada para normalizar datos crudos para probar biofertilizantes, 
fumigantes de origen vegetal y esporas de hongos entomopatógenos contra himenópteros sociales 
como Solenpsis invicta (Ahmed y Abdelbagi, 2014; Barta, 2010; Caldwell, 2015; Chan et al., 2013). 
Posterior al análisis de varianza, se realizaron pruebas adicionales Post-Hoc de Tukey (que compara 
todos los tratamientos, incluyendo controles positivo y negativo para determinar aquellos que 
fueron significativamente diferentes) y Dunnet (que compara las muestras con el control negativo) 
para determinar los promedios de mortalidad de las proteínas tóxicas de Bt u hongos que fueron 
estadísticamente más diferentes entre sí (Back, 2011). Además, para comparar los resultados del 
ANOVA de los datos transformados y darle mayor validez a los resultados, también se aplicó el 
análisis no parámetrico de Krustall-Wallis, que en vez de comparar las medias de los datos de 
mortalidad, se comparan las medianas y se establecen rangos para estimar diferencias significativas.  
Seguidamente, se realizó el análisis paramétrico de regresión de Probit para estimar la 
concentración letal media (LC50) – a partir de las concentraciones incorporadas del complejo espora-
cristal de B. thuringiensis en dieta semisólida – ó la dosis letal media (LD50) – a partir de los registros 
de mortalidad de las dosis decimales probadas con los 6 hongos más promisorias que alcanzaron 
más de un 90% de mortalidad en los ensayos de patogenicidad (Finney, 1980).  
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Dichos estimadores fueron comparados con base al traslape de los intervalos de confianza del 95% 
construidos a partir del análisis de varianza previo (Mascarin, 2015). Como en ambos bioensayos se 
obtuvo mortalidad natural en los controles negativos, se aplicó una corrección con la fórmula Abbot, 
la cual permite alcanzar un nivel de respuesta final entre 10% y 90% después de aplicarla: 
𝑀𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎 (%) =
𝑂𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 − 𝑂𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
100 −  𝑂𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
× 100 
Cuando la respuesta porcentual de mortalidad (eje Y) es graficada bajo las dosis o concentraciones 
correspondientes, se suele obtener una curva en forma de S, debido a que la toxicidad se relaciona 
directamente con la función logarítmica, es por ello que para obtener un comportamiento lineal de 
los datos, se suele transformar la variable respuesta (ej: mortandad) a escala Probit y la dosis o 
concentración a una escala logarítmica (Heong et al., 2011; Kaya y Vega, 2012). 
Finalmente, para obtener el tiempo de supervivencia y derivar el tiempo subetal (LT50) se aplicó la 
prueba no paramétrica de Kaplan-Meier (basado en las medianas de los registros periódicos de 
muerte) para cada una de las cepas y concentraciones administradas a las obreras de A. cephalotes; 
fuese con extracto liofilizado de las 3 cepas promisorias B. thuringiensis que presentaron mejor 
ajuste y letalidad en el análisis Probit, o con cada una de las dosis de los 6 hongos promisorios 
evaluados (Coombs, 2013). Este método se construye a partir de un diseño escalonado o censurado 
que determina el “tiempo de supervivencia”, ya que la variable “tiempo” (T) se usa como estimador 
en el momento en que se presente un evento (ej: % de mortandad) más que una variable binaria Y, 
por lo que la función de supervivencia se denota: S (t): P (T > t) (Bender, 2009) y que se explica como: 
𝑆𝑡 =  
𝑁𝑜. 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑜𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑎𝑙 𝑝𝑟𝑖𝑛𝑐𝑖𝑝𝑖𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑛𝑠𝑎𝑦𝑜 − 𝑁𝑜. 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑜𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑟𝑡𝑜𝑠 𝑎𝑙 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
𝑁𝑜. 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑜𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑎𝑙 𝑝𝑟𝑖𝑛𝑐𝑖𝑝𝑖𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑛𝑠𝑎𝑦𝑜
 
La curva de supervivencia estimada se ha definido como la probabilidad de un individuo de 
sobrevivir por un periodo dado, mientras se considera al tiempo en muchos intervalos cortos. Goel 
et al. (2010), mencionan que para dicha curva: 1) se aplica una censura a aquellos individuos que no 
generan respuesta al tratamiento dado, 2) se asume que las probabilidades de supervivencia bajo 
los factores o niveles de factor dados son iguales y 3) los eventos ocurren a tiempos especificados. 
Además, para conocer cuán diferentes son las curvas generadas bajo los tiempos subletales 
calculados, se suelen aplicar pruebas como log-rank, que se basa en la fórmula: 
𝐿𝑜𝑔 − 𝑅𝑎𝑛𝑘 𝑡𝑒𝑠𝑡 =
(𝑂1 − 𝐸1)
2 
𝐸1
+ 
(𝑂2 − 𝐸2)
2
𝐸2
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RESULTADOS 
4.1 Recuperación y esporas viables de las muestras liofilizadas de B. thuringiensis 
Con base en el resumen de resultados del cuadro 4, se obtuvieron porcentajes de recuperación 
bastante similares entre todas las cepas reactivas, dado que los valores porcentuales se ubicaron 
entre 10% y 32% de recuperación del pellet liofilizado por muestra; incluyendo el control positivo 
biológico utilizado de Bt subs. israelensis. Asimismo, se reportó que el promedio porcentual de las 
cepas aisladas fue de ≈16,41%, que está acorde con el intervalo de porcentajes mencionado. 
Además, la recuperación más baja fue la obtenida por la cepa Bt21 (10,23%), mientras que la cepa 
con la mayor recuperación fue Bt33 (32,56%). 
De la misma forma, los promedios cuantificados de esporas viables en medio solificado Luria-Bertani 
con el pellet de cada Bt asilado en solución salina a 1 mol L-1 a una dilución de 1×105 mg mL-1; variaron 
entre 3,30 × 106 UFC mL-1 (Bti1A) hasta 2,10 × 107 UFC mL-1 (Bt34) y ninguna de las cepas evaluadas 
presentó diferencias significativas [Krustall-Wallis: P = 0,459, P (empates ajustados) = 4,51]. Es 
importante tomar en consideración que en los bioensayos burdos elaborados por Fabián Cerdas, al 
realizar el protocolo para el conteo de esporas viables, en la mayoría de aislamientos se obtuvo una 
viabilidad de 1,00×108 UFC mL-1; lo que sugiere que para el momento en que se reactivaron estas 
cepas, se perdió entre 0,1- 1% de la viabilidad de estas cepas. 
Cuadro 4. Índices de recuperación del pellet liofilizado de cada una de las cepas de B. thuringiensis crecidas 
en 250 mL de medio HCT y número de esporas viables reportado en placas gelificadas con Lauria-Bertani. 
Cepa de Bt Peso fresco 
(mg) 
Peso seco 
(mg) 
Porcentaje de 
recuperación (%)19 
Promedio de esporas viables 
recuperadas (UFC mL-1, r = 3) 
Bt19 874 182 20,82 6,70 × 106 
Bt20 589 72 12,22 1,00 × 107 
Bt21 518 53 10,23 4,70 × 106 
Bt26 600 97 16,17 1,40 × 107 
Bt27 646 106 16,41 6,90 × 106 
Bt28 906 173 19,09 7,90 × 106 
Bt29 1207 133 11,02 4,70 × 106 
Bt33 691 225 32,56 4,70 × 106 
Bt34 871 244 28,01 2,10 × 107 
Bt38 880 107 12,16 3,60 × 106 
Bt40 927 112 12,08 5,20 × 106 
Bt42 921 96 10,42 1,30 × 107 
Bt44 1243 162 13,03 4,10 × 106 
Bt45 806 135 16,75 1,60 × 107 
Bt47 626 84 13,42 2,10 × 107 
Bti1A 895 162 18,10 3,30 × 106 
                                                          
19 % de recuperación de cada cepa de Bt = (pesco seco (mg) / peso fresco)*100 
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4.2 Toxicidad de los extractos liofilizados de B. thuringiensis sobre las obreras cortadoras 
Se llevó a cabo un total de tres bioensayos para evaluar un total de 15 cepas. Previamente, se hizo 
un bioensayo para conocer si siete de las 14 cepas de la colección de cepas comerciales de B. 
thuringiensis subs. israelensis seleccionadas aleatoriamente podrían ser bioactivas contra las 
zompopas obreras de A. cephalotes. Los resultados mostraron que la cepa Bti1A se ajustó mejor al 
modelo Probit y se alcanzó una concentración subletal (LC50) lo suficientemente medible y viable 
para utilizarla como cepa de control positivo biológico (Ver detalles en Anexo 2, Figura 12). 
En la primera corrida (cepas Bt26, Bt29 y Bt42) se encontró una varianza entre grupos (varianza 
explicada por los factores y sus niveles de factor – concentraciones evaluadas) de 63,2% y una 
varianza dentro de grupos (varianza de la prueba no explicada, derivada del error) de 36,8%; la cual 
presentó diferencias estadísticas significativas entre cada variable en estudio (F = 3,64 – p = 0,001) 
y un ajuste al modelo ANOVA de una vía de 63,21% (S = 0,681); que es aceptable considerando que 
se está trabajando con datos biológicos. La corrida 2 (Bt19, Bt20, Bt21, Bt27, Bt28 y Bt45) muestra 
que también hubo diferencias singnificativas entre la cepas de Bt evaluadas y sus concentraciones 
establecidas (F = 4,26 – p = 0,000), una variablidad dentro de grupos (debida a factores externos no 
contemplados) de 32,6% y una correlación apropiada a la prueba (S = 0,604, R2 = 67,40%) para 
establecer diferencias con Tukey. Finalmente, la corrida 3 (Bt33, Bt34, Bt38, Bt40, Bt44 y Bt47) 
apunta a que al igual que en las otras corridas, la variabilidad derivada de otros factores que no se 
contemplaron en la prueba fue de 43,91%, mientras que el 56,09% corresponde a la variabilidad 
entre grupos y las respectivas concentraciones de Bt evaluadas, las cuales fueron significativas (F = 
2,63 – p = 0,000) y se ajustaron al modelo One-way ANOVA (S = 0,607, R2 = 54,09%).  
Con respecto a qué tan significativas fueron las diferentes obtenidas, con base en los resultados 
arrojados de las pruebas de Tukey y Dunnet; en la corrida 1, las concentraciones más bajas de la 
cepa Bt29 (1 y 0,1 µg mL-1) y la LC50 del control biológico de Bti1A presentaron un efecto significativo 
en la mortalidad de las zompopas al compararlo con el control positivo químico de H3BO3 (Figura 
11A); en la segunda corrida, la mayor parte de concentraciones valoradas de la cepa Bt28 y la LC50 
de Bti1A en los bioensayos desarrollados parecen tener un efecto estadístico (α = 0,05) importante 
en relación con el control positivo químico (Figura 11B); y en la corrida 3, sólo la cepa Bt44 presentó 
una ligera tendencia a generar un efecto semejante (con un 95% de confianza) al producido por el 
control positivo químico de ácido bórico 1 mol L-1 (Figura 11C). 
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Figura 11. Gráficos de intervalos de confianza del 95% de las tres corridas de bioensayos en dieta semi-sólida, 
partiendo de los datos de mortalidad transformados con la función arcoseno, incluyendo los valores de 
mortalidad obtenidos de los controles negativos, el control positivo con ácido bórico y la LC50 de Bti1A; y 
mostrando los resultados de la prueba de Tukey: A) cepas evaluadas y sus respectivas dosis: Bt26, Bt29 y Bt42; 
B) cepas evaluadas: Bt19, Bt20, Bt21, Bt27, Bt28 y Bt45; C) cepas evaluadas: Bt33, Bt34, Bt38, Bt40, Bt44 y 
Bt47. Las cepas que no comparten la(s) misma(s) letra(s) son significativamente diferentes (α = 0,05). 
Cabe mencionar que este resultado fue respaldado por el obtenido por la prueba alterna no 
paramétrica de Krustall Wallis, la cual presentó diferencias significativas entre las medianas 
evaluadas en la primera (H = 30,86 – g.l. = 17 – P = 0,021), segunda (H = 60,45 – g.l. = 32 – P = 0,002) 
y tercera corridas (H = 45,59 – g.l. = 32 – P = 0,046); donde se evidenció que el orden de los rangos 
promedios evaluados favoreció a las concentraciones más bajas de Bt29 1 y 0,1 µg mL-1 (44,8% y 
44,2% vs. 43,5% de Bti1A y 53,0 del C+), así como las concentraciones de 1, 10 y 1000 µg mL-1 de 
Bt28 (rangos promedio 71,8 – 90,5% y 84,3 vs. 89,8% de Bti1A y 98,0% del C+) y 1 y 0,1 µg mL-1 de 
Bt44 (rangos promedio 74,0 y 75,3% vs. 88,3% de Bti1A y 98,0% del C+). 
Después de hacer la prueba ANOVA, se generó un gráfico de barras con los valores individuales e 
índice de mortalidad acumulada (datos transformados a arcoseno) registrado para todas las cepas 
ensayadas (Figura 12) y se observó que la cepa que obtuvo estadísticamente mayor grado de 
mortalidad acumulada sobre las zompopas obreras después de control positivo químico de H3BO3 
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(99,18%) fue la cepa control positivo biológico de Bti1A (73,59%), seguidas por la cepas Bt28 
(54,16%) y Bt29 (45,82%). La cepa Bt44 (44,45%) también tuvo una leve tendencia a causar un 
aumento en el grado de mortalidad con respecto al resto de cepas (α = 0,05). Este resultado viene 
a ser complementario a los análisis de varianza ANOVA de una vía y Krustall-Wallis, cuyas cepas ya 
fueron mencionadas por tener su comportamiento a nivel de entomopatogenicidad sobre las 
obreras de A. cephalotes; tanto a nivel de media aritmética o de mediana. 
 
Figura 12. Gráfico de barras de los intervalos de confianza del 95%, indicando el grado de mortalidad promedio 
acumulativo (transformación arcoseno) alcanzado por las 15 cepas más promisorias de B. thuringiensis contra 
hormigas de la subcasta forrajera de A. cephalotes, junto con un control positivo biológico correspondiente a 
la LC50 de una cepa comercial de B. thuringiensis subs. israelensis bioactiva contra zompopas, un control 
negativo y un control positivo químico correspondiente a ácido trioxobórico (H3BO3) al 1 mol L-1. 
4.2.1 Detección de partículas de dieta sólida teñidas en el canal alimentario en las obreras 
Como un método para confirmar que las zompopas intermedias seleccionadas en el bioensayo 
consumieron la dieta, se llevaron a cabo disecciones una vez que éstas murieron durante el ensayo. 
De la misma manera, considerando que 11 de las 14 cepas alcanzaron mortalidades menores a 35%; 
se decidió llevar a cabo disecciones sobre hormigas vivas que estuviesen consumiendo la dieta 
artificial, una vez que el bioensayo concluyó y cuyos resultados visuales se muestran en la figura 13. 
Como se logró apreciar, en todos los ejemplares de insectos muertos diseccionados durante el 
periodo de bioensayo (Figura 13A) había presencia de partículas de dieta dispersas o dentro de la 
región del intestino medio (Figura 13B) y cercano al buche (estomodeo) de los individuos (Figura 
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13C); mientras que la presencia de algunas partículas de dieta en solución en la sección del 
proctodeo cerca del íleo (Figura 13E) o del recto (Figura 13F); se evidenció solamente en aquellas 
obreras que sobreviveron el periodo de ensayo (Figura 13D) y que también fueron utilizadas como 
individuos de estudio durante el experimento de bioensayo fino conducido. 
 
Figura 13. Vista macroscópica de obreras de tamaño intermedio (1.2-1.5 cm) diseccionados para visualizar la 
presencia de la dieta particulada o en solución, teñida con el colorante azul utilizado en la preparación de la 
dieta sólida. Las imágenes A, B y C son disecciones realizadas a obreras de A. cephalotes que murieron al 
consumir la dieta que incluyó la cepa Bt29 a 100 mg mL-1 durante el periodo de bioensayo (7 días); mientras 
que las imagénes D, E y F derivan de disecciones que se hicieron sobre obreras que estaban vivas y continuaron 
consumiendo la dieta artificial de Bt45, una vez que concluyó el bioensayo (después del día 7). 
4.2.2 Determinación de la concentración letal media (LC50) de las cepas de B. thuringiensis 
Una vez que se registró el número de individuos muertos al día 7 del bioensayo, se procedió a hacer 
la prueba de Probit, cuyos resúmenes gráficos muestran el ajuste de los valores promedio de 
mortalidad por dosis a la regresión lineal de Probit que se presentan en el anexo 4; mientras que los 
valores de concentración subletal junto con los valores de probabilidad estimados y los resultados 
de la prueba de ajuste de Pearson al Probit se indican en el cuadro 5. 
Cuadro 5. Valores estimados de concentración letal media para 10 de las cepas promisorias de B. thuringiensis, 
bajo el modelo de regresión lineal paramétrica de Probit.20 
Cepa 
de Bt 
Valor de Z 
(regresión) 
Valor de p 
(regresión) 
Valor de Χ2 
(Pearson) 
g.l. 
(Pearson) 
Valor de p 
(Pearson) 
LC50 ± SD (µg mL-1) 
Bt26 0,00 0,998 0,000 3 1,000 (1,00×102 ± 1,476) 
Bt42 0,00 0,998 0,000 3 1,000 (1,000×106 ± 1,476) 
                                                          
20 Con las cepas Bt19, Bt27, Bt38, Bt40 y Bt47 no se obtuvieron las concentraciones letales medias porque los 
datos transformados analizados bajo la prueba Probit no los ajustaron a una regresión lineal y había resultados 
cuya concentración-mortalidad se repitió y eso impidió generar un resultado. 
63 
 
Bt29 0,00 0,998 0,000 3 1,000 (3,170×103 ± 1,212)21 
Bt20 0,00 0,998 0,000 3 1,000 (3,17×102 ± 1,214) 
Bt21 -1,08 0,282 2,789 3 0,425 (4,80×101 ± 209,575) 
Bt28 2,11 0,035 6,207 3 0,102 (5,859×107 ± 7,402×105) 
Bt45 -0,59 0,557 3,409 3 0,333 (6.132×10-1 ± 5,831×104) 
Bt34 0,00 0,998 0,000 3 1,000 (1,00×102 ± 1,476) 
Bt44 -0,91 0,360 1,142 3 0,767 (9,97×101 ± 3,895×103) 
Bt33 0,00 0,998 0,000 3 1,000 (1,00×102 ± 1,476) 
Bti1A 0,74 0,046 3,056 3 0,383 (1,28 ± 2,667) 
Tal como se presenta en los resultados de la prueba Probit (cuadro 5), sólo en dos de los casos se 
obtuvo una probabilidad menor del 5% del umbral para aseverar estadísticamente que con alguna 
de las cepas se pueden hacer predicciones del resultado obtenido, y los factores que fueron 
significativos corresponden a las cepas Bt28 (p  de regresión = 3,5%) y Bti1A (p  de regresión = 4,6%). 
Sin embargo, los resultados de mortalidad reportados para ambas cepas no se ajustaron 
apropiadamente al modelo de regresión de Probit, dado que la probabilidad de ajuste fue de ≈10% 
(valor de p de Pearson) para la cepa de Bt28 y ≈38% para la cepa Bti1A. 
Este grupo de resultados de LC50 presenta un nivel considerable de sesgo, por lo que las variables 
de Bt no parecen ser buenos predictores para estimar el nivel de mortalidad de las zompopas de 
Atta cephalotes, ni tampoco poseen buenos niveles de ajuste a la prueba paramétrica aplicada. No 
obstante, el valor calculado no parece ser tan crítico si se toma en consideración que el valor de LC50 
reportado para la cepa de Bti-1A bioactiva contra zompopas y que se probó como control positivo 
contra el resto de cepas de Bt aisladas de zompopas, alcanzó valores de mortalidad entre 40 – 50%. 
Conociendo estos resultados, se creó un gráfico Boxplot (Figura 14) con los valores porcentuales 
transformados de mortalidad acumulada (luego de aplicar la prueba ANOVA y Tukey); donde se 
determinó que ninguna de las cepas alcanzó el 99,18% de mortalidad que generó el control positivo 
químico (α = 0,05). Sin embargo, la cepa Bti1A utilizada como control positivo biológico presentó un 
73,59% de mortalidad acumulada, cuyo porcentaje sí fue más comparable con los resultados de 
mortalidad producidos por las cepas Bt28 (x ̄= 54,16%), Bt29 (x ̄= 45,80%) y Bt44 (x ̄= 44,45%). Esto 
implica sin duda, que aunque las obreras de A. cephalotes son susceptibles a las cepas evaluadas, 
dado que las cepas de Bt no son tan bioactivas para causar un grado de mortandad superior al 50%. 
                                                          
21 Los valores derivados de la prueba Probit marcados con color azul corresponden a las cepas probadas de 
B. thuringiensis aisladas de colonias de A. colombica que presentaron mejores valores de mortandad, 
mientras que el valor marcado con naranja es la cepa de Bt var. israelensis que se utilizó como control. 
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El resto de cepas generaron mortalidades más bajas de 35% y se estimó que las cepas menos activas 
fueron Bt20 (x ̄= 13,93%), Bt47 (x ̄= 13,67%) y Bt27 (x ̄= 5,88%), respectivamente. 
 
Figura 14. Gráfico Boxplot basado en los rangos intercuartiles de los porcentajes de mortalidad acumulada de 
cada cepa de B. thuringiensis seleccionada como promisoria para combatir Atta cephalotes, junto con los 
resultados del análisis de Tukey. Los rangos que no comparten la misma letra son significativamente diferentes 
(basado en un nivel de umbral del 5% - p < 0,05). 
Finalmente, se creó un gráfico de dispersión de los porcentajes de mortalidad reportados para las 3 
cepas que alcanzaron un mayor nivel de mortandad en los bioensayos desarrollados y la cepa 
bioactiva de Bti1A (Figura 15) para conocer la correlación de los valores de mortandad registrados 
y la concentración utilizada. En este caso, se determinó que las cepas Bti1A (R2 = 0,600 – Spearman 
Rho: p = 0,029) y Bt28 (R2 = 0,700 – Spearman Rho: p = 0,188) presentaron una correlación positiva, 
pero dicha correlación no fue significativa en la cepa Bt28; mientras que las cepas Bt29 (R2 = -0,900 
– Spearman Rho: p = 0,037) y Bt44 (R2 = -0,949 – Spearman Rho: p = 0,014) presentaron una 
correlación negativa y en ambos casos sí fue significativa. Cabe mencionar que el ajuste de los datos 
a los valores de correlación fue mayor a 60% en todos los casos, cuyo porcentaje de correlación es 
aceptable considerando que se trabajó con datos biológicos. 
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Figura 15. Gráfico de dispersión creado a partir de los porcentajes de mortandad alcanzados por las cuatro 
cepas de B. thuringiensis que presentaron mayor bioactividad contra zompopas obreras de Atta cephalotes. 
4.2.3 Estimación del tiempo de muerte media  de las tres mejores cepas de B. thuringiensis 
Luego de seleccionar las mejores cepas de Bt (a pesar del sesgo implicado) que correspondieron a 
Bt28, Bt29 y Bt44; se llevó a cabo el análisis no paramétrico de Kaplan-Meier (aplicando una censura 
a los datos en los que no murió ningún individuo durante el bioensayo, censura = 0 individuos 
muertos) con respecto de las medianas de los valores de mortalidad calculados, junto con la cepa 
de Bacillus thuringiensis subs. israelensis que se utilizó como control positivo dentro del ensayo (los 
resultados de promedios y medianas asociadas al tiempo de muerte medina de esta prueba se 
presentan en la figura 16). En general, la mayoría de tiempos subletales se ubicaron entre 5–7 días; 
a pesar de que se determinó que la cepa que tuvo medianas de 5 al evaluar todas las dosis contra 
el porcentaje de mortandad fue Bt28 (Figura 16B), que como se ha visto en las pruebas anteriores, 
fue la produjo mayor mortalidad en comparación con las restantes 14 cepas evaluadas. Por su parte, 
con la cepa Bt29 (Figura 16C) alcanzó LT50 de 6 – 7 días, mientras que con Bt44 (Figura 16D) y Bti1A 
(Figura 16A) se estimó una LT50 de 5 – 6 días. 
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Figura 16. Gráficos supervivencia, diseñados bajo el método de Kaplan-Meier a partir de las medianas de 
mortalidad reportadas para combatir obreras de Atta cephalotes: A) cepa comercial de Bti1A, utilizada como 
control positivo biológico en los bioensayos, B) cepa Bt28, C) cepa Bt29 y D) cepa Bt44. 
Aparte de los resultados presentados, a la prueba también se le aplicaron los análisis no 
paramétricos de Log-Rank y Wilcoxon para hacer comparaciones múltiples entre los valores de 
tiempo letal medio generados a partir de las diferentes concentraciones de Bt evaluadas, y 
determinar si existían diferencias significativas entre las medianas estimadas (Cuadro 6). Bajo ambos 
métodos aritméticos se comprobó que no existen diferencias estadísticas entre las medianas 
calculadas de estas cuatro cepas de B. thuringiensis ni del tiempo de supervivencia asociado; dado 
que en el caso de la cepa utilizada como control positivo biológico, la mayor parte de las cepas 
presentaron tiempos subletales que se ubicaron entre los 5-6 días en promedio, excepto la cepa 
Bt29 que presentó un tiempo subletal de 7 días con la concentración de 1000  µg mL-1. 
Cuadro 6. Valores estimados de tiempo de letalidad medio (LT50) bajo el método de Kaplan-Meier y estimación 
de los valores de probabilidad de los métodos de Log-Rank y Wilcoxon. 
Cepa Bt Concentración con ST22 
más bajo (µg mL-1) 
LT50 promedio 
(días) 
Valor de χ2 g.l. Valor de p (Log-Rank –  
Wilcoxon) 
Bti1A 100 5,250 3,606 – 4,291 5 0,607 – 0,508 
Bt28 100 4,615 3,934 – 3,822 5 0,559 – 0,575 
Bt29 1 5,312 3,289 – 3,511 5 0,656 – 0,622 
Bt44 100 5,000 2,872 – 3,175 5 0,720 – 0,673 
                                                          
22 ST: tiempo de supervivencia (del inglés Survival Time). 
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4.3 Efecto entomopatógeno de una dosis estándar de esporas de la colección de 30 hongos 
evaluados sobre hormigas forrajeras de A. cephalotes 
Se llevaron a cabo un total de 9 corridas de ensayos de patogenicidad (que en los gráficos se aprecia 
como: Código del hongo_Número de corrida (ej: 29AX_8) y a partir de los datos crudos que se 
generaron se creó un gráfico de intervalos de confianza del 95% (Figura 17). Dicho gráfico demuestra 
que tanto los controles negativos como positivos mantuvieron mortalidades dentro de los valores 
estimados (15% C-, 90% DSMZ), excepto en dos de los bioensayos de patogenicidad, donde uno de 
los controles negativos presentó una mortalidad natural de los individuos del 30% (ensayo 1), 
mientras que uno de los controles positivos de M. anisopliae alcanzó en promedio 80% de 
mortalidad (ensayo 8). De la misma forma, se observó que a nivel individual sólo dos de las cepas 
de posibles hongos entomopatógenos evaluados alcanzaron un 100% de mortalidad (promedio de 
número de hormigas muertas, x ̄= 10,00 ± 0,00) y que podrían ser los que causen mayor incidencia 
para controlar las obreras de Atta cephalotes fueron los códigos 27A (posible Beauveria spp.) y 30U 
(posible Metarhizium spp.), seguidos por los hongos LD10314 (posible Beauveria spp., x ̄= 9,67 ± 
0,58), 30N (posible Aspergillus spp., x ̄= 9,33 ± 0,58), 29AL (posible Paecilomyces spp., x ̄= 9,33 ± 
0,58) y 29AI (posible Aspergillus spp., x ̄ = 9,00 ± 1,00). Hubo una sexta cepa que alcanzó 
aproximadamente un 87% de mortalidad de los individuos evaluados (x ̄= 8,66 ± 1,53), pero al tener 
un intervalo de confianza muy alto, también se alcanzó una desviación estándar elevada y por ende 
generaría mayor sesgo si se seleccionara en bioensayos de virulencia. 
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Figura 17. Gráfico de intervalos de confianza del 95% de los valores individuales y promedios de mortalidad 
registrados de los 30 códigos de posibles agentes de biocontrol seleccionados y evaluados en pruebas de 
patogenicidad para combatir obreras de A. cephalotes (n = 10, r = 3). 
Posteriormente se generó un gráfico de efectos principales (Figura 18) para corroborar que en 
efecto, los promedios de mortalidad generados de las unidades experimentales evaluadas (n = 10, r 
= 3) de las 6 cepas de hongos mencionadas anteriormente produjeron un efecto entomopatógeno 
similar al reportado para la cepa de referencia de M. anisopliae (DSMZ). De acuerdo con la 
aleatoriedad observada por 9 puntos continuos hacia arriba (generados por los controles positivos) 
y hacia abajo (generados por los controles negativos), la prueba de varianza ANOVA de una vía se 
llevó a cabo con un promedio por réplica de cada uno de éstos controles; ya que de lo contrario, no 
se habría podido ajustar los datos crudos dentro de una probabilidad normal y por ende, una 
transformación de datos hubiese ocasionado una pérdida de significancia estadística (α = 0,05). 
 
Figura 18. Gráfico de efectos principales de la mortalidad promedio acumulada de las obreras de A. cephalotes 
sometidas a una dosis estándar con los 30 códigos de hongos y los respectivos controles positivos y negativos 
ensayados. Los primero sies círculos celestes corresponden a los códigos de hongos que ocasionaron 
mortalidades similares a la cepa de referencia DSMZ (9 círculos celestes continuos), mientras que los círculos 
verde claro son los hongos que generaron un efecto estadísticamente comparable (α = 0,044) respecto del 
que produjeron los controles negativos (9 últimos círculos verdes consecutivos). 
Dichas diferencias fueron visualizadas a través de un gráfico Box-Plot, mediante el que también se 
observó que los promedios de mortalidad de los hongos evaluados y los controles presentaron 
traslapes (incluyendo los cuartiles y rango intercuartil) (Figura 19). Este gráfico permitió detectar 
que la gran mayoría de hongos que comparten la letra a) tienen un efecto similar estadísticamente 
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(α = 0,05) al de la cepa de referencia de M. anisopliae. Empero, sólo 7 de los 30 hongos evaluados 
comparten una o dos letras (a y b) que los hacen estadísticamente más afines (LD-10314, 27A, 28AQ, 
29AI, 29AL, 30N) al control positivo DSMZ. De estos 7 códigos de hongos, sólo se seleccionaron 6, 
dado que el código 28AQ no alcanzó un 90% de mortalidad, y para pruebas de virulencia con 
organismos vivos lo ideal es probar cepas que hayan alcanzado al menos este porcentaje. 
 
Figura 19. Gráfico Boxplot de los promedios e intervalos de confianza (95%) de mortalidad de las obreras de 
A. cephalotes probadas en el bioensayo de patogenicidad utilizando un set de 30 hongos a una dosis estándar 
de 1×104 esporas µL-1. Los rombos azul claro corresponden a los promedios de hongos que generaron más de 
un 90% de mortalidad sobre las zompopas evaluadas. Los promedios que no comparten la misma letra fueron 
significativamente diferentes (ANOVA: p = 0,044, Krustal-Wallis: P = 0,00). 
Para hacer dicha selección, también se consideró el resultado derivado de la prueba no paramétrica 
alterna a la ANOVA de una vía correspondiente a Krustall-Wallis (que en vez de basarse en 
promedios, compara las medianas de mortalidad y en sus rangos promedio), y de la misma forma 
se obtuvieron diferencias significativas entre las medianas de la mortalidad de hongos comparados 
(H = 67,36, g.l. = 31 – P = 0,00). Adicionalmente, los resultados apuntaron a que los mismos 7 hongos 
que se contemplaron en la prueba ANOVA son los potenciales hongos entomopatógenos porque 
alcanzaron medianas de 9,00; y dicha selección nuevamente no contempló al código de hongo 28AQ 
porque esta prueba tiene menor poder estadístico respecto de una prueba que incluya 
parametricidad, donde sí se pueden crear intervalos de confianza del 95% y se puede obtener 
información más válida de estas pruebas; por lo que fue más estricto considerar las 6 cepas 
propuestas inicialmente para hacer los ensayos de virulencia. 
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4.4 Estimación de la dosis subletal 95 (LD95) calculada de la cepa de referencia DSMZ 
De manera preliminar, se llevó a cabo un bioensayo de virulencia para definir la dosis letal 95 (LD95) 
de la cepa de referencia DSMZ para conocer la dosis mínima requerida para alcanzar un 95% de 
mortalidad de los individuos sometidos a cinco dosis decimales seriadas (1000 esporas µL-1, 100 
esporas µL-1, 10 esporas µL-1, 1 espora µL-1 y 0,1 esporas µL-1). Una vez que se verificaron los 
supuestos de normalidad de los datos (Ryan-Joiner, RJ = 0,949 – p = 0,65) y homocedasticidad 
(Levene = 0,80 – p = 571) se dispuso a realizar la prueba paramétrica de Probit (Ver Anexo 2). Con 
los resultados arrojados por este análisis, se verificó que para alcanzar dicho porcentaje de 
mortalidad estimado sería necesario aplicar ≈73 conidias µL-1, cuyo valor fue el que se estandarizó 
para continuar usándolo en los bioensayos de virulencia. 
4.5 Crecimiento saprófito de los hongos promisorios sobre los cadáveres de zompopas 
Para corroborar de manera presuntiva que los hongos seleccionados como posibles agentes de 
biocontrol colonizaran el cuerpo de las zompopas blanco de interés, los ejemplares de insectos 
fueron colocados en cámaras húmedas, una vez que éstos murieron durante el periodo de 
incubación del bioensayo, y se procedió a tomar un inóculo de los mismos para observar las 
características morfológicas de las hifas, esporas, conidiógenos y conidióforos (Figura 20). A nivel 
morfológico, se corroboró que las posibles estructuras de los hongos LD10314 y 27A se relacionaron 
con B. bassiana, 30U se asoció con M. anisopliae y la cepa de referencia DSMZ, la cepa 29AL parece 
ser un posible hongo de Paecilomyces spp., y las cepas 30N y 29AI presentaron las características 
morfotípicas de hongos del género Aspergillus spp.  
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Figura 20. Proceso de infección contacto-dependiente de los posibles hongos entomopatógenos 
seleccionados por su efectividad para biocontrolar zompopas obreras de la casta forrajera de Atta cephalotes 
en los bioensayos preliminares de patogenicidad. A) Características macroscópicas del hongo utilizado como 
control positivo, correspondiente a la cepa DSMZ de M. anisopliae creciendo en medio PDA, B) crecimiento 
saprófito micelial y de esporas de DSMZ sobre las partes intersegmentales y aberturas externas de la 
zompopa, C) características microscópicas de las hifas y esporas de DSMZ (100X), D) Características 
macroscópicas del hongo LD10314 (posible Beauveria spp.), E) crecimiento saprófito micelial y de esporas de 
LD10314 sobre el cadáver de una obrera de A. cephalotes, F) características microscópicas de las hifas y 
esporas de LD10314 (100X), G) Características macroscópicas del hongo 29AI (posible Aspergillus spp.), H) 
crecimiento saprófito de 29AI sobre el cadáver de una obrera de A. cephalotes, I) características microscópicas 
de las hifas, esporas y esporófito de 29AI (100X), J) Características macroscópicas del código de hongo 30U 
(posible Metarhizium spp.), K) crecimiento saprófito de 30U sobre el cadáver de una obrera, L) características 
microscópicas de las hifas y esporas de 30U (100X), M) Características macroscópicas del hongo 29AL (posible 
Paecilomyces spp.), N) crecimiento saprófito de 29AL sobre el cadáver de una obrera, O) características 
microscópicas de las hifas y esporas de 29AL (100X), P) Características macroscópicas del hongo 30N (posible 
Aspergillus spp.), Q) crecimiento saprófito 30N sobre el cadáver de una obrera, R) características 
microscópicas de las hifas, esporas y esporófito de 30N (100X), S) Características macroscópicas del hongo 
27A (posible Beauveria spp.), T) crecimiento saprófito de 27A sobre el cadáver de una obrera, U) 
características microscópicas de las hifas y esporas de 27A (100X). 
4.6 Grado de virulencia de los hongos entomopatógenos promisorios sobre la susceptibilidad 
zompopas de la subcasta cortadora de A. cephalotes 
Se desarrolló un total de 3 corridas de bioensayos de virulencia, y en cada una se evaluaron dos 
cepas de posibles hongos entomopatógenos (para evaluar las 6 cepas en total) (Figura 21). Cuando 
se verificaron los supuestos de parametricidad23 y se confirmó que había un poder estadístico igual 
o superior al 95% de confianza para realizar el análisis de varianza, se procedió a realizar la prueba 
ANOVA de una vía para comparar las diferentes dosis y cepas de hongos por corrida. En la corrida 1 
(Figura 21A) se alcanzó una significancia del 100% (F = 25,24 – p = 0,000, R2 = 92,04%), lo que 
permitió aseverar que habían diferencias significativas entre las dosis y hongos evaluados, con una 
varianza dentro de grupos del ≈8% (derivado del resultado de la suma de cuadrados ajustados); en 
la corrida 2 (Figura 21B) se alcanzó una variación dentro de grupos del ≈12% y una probabilidad del 
100% (F = 16,24 – p = 0,000, R2 = 88,15%) de que hubiesen diferencias estadísticas entre las dosis 
evaluadas y los códigos de hongos 29AI y 27A; y en la corrida 3 (Figura 21C) se registró una 
variabilidad asociada dentro de grupos del ≈8,31%, con una probabilidad del 100% (F = 23,75 – p = 
0,000, R2 = 91,58%) de que cada tratamiento tuviera diferencias significativas. Además, en todos los 
                                                          
23 Corrida 1 (LD10314 y 30U)  normalidad (RJ: 0,970 – p > 0,100), homogeneidad (Levene: 0,65 – p = 0,765) 
Corrida 2 (29AI y 27A)  normalidad (RJ: 0,997 – p > 0,100), homocedasticidad (Levene: 0,74 – p = 0,691) 
Corrida 3 (29AL y 30N)  normalidad (RJ: 0,986 – p > 0,100), homocedasticidad (Levene: 1,09 – p = 0,408). 
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casos el ajuste al modelo ANOVA de una vía fue mayor al 88%, por lo que se propuso realizar las 
pruebas posteriores de Tukey y Dunnet para determinar cuáles dosis fueron significativamente 
diferentes entre sí ó con respecto del control negativo. 
 
Figura 21. Gráficos de intervalos de confianza del 95% de la mortalidad generada por los 6 hongos más 
promisorios evaluados mediante bioensayos de virulencia, con los respectivos resultados del análisis Post-Hoc 
de Tukey derivado de la prueba ANOVA de una vía. Los promedios que no comparten la misma letra fueron 
significativamente diferentes (α = 0,05): A) gráfico de intervalos de confianza de la corrida 1 que incluyó los 
hongos LD10314 y 30U, B) gráfico de intervalos de confianza de la corrida 2 con los hongos 27A y 29AI, C) 
gráfico de intervalos de confianza de la corrida 3 con los hongos 29AL y 30N. 
En el gráfico de intervalos de confianza del 95% de cada una de las corridas se reportó que en 
general, la dosis más elevada de todos los tratamientos (1000 esporas µL-1) fue estadísticamente 
más similar a la LD95 de la cepa de referencia de M. anisopliae, por lo que el índice de mortandad 
fue proporcional a la dosis administrada. En el caso de la corrida 1 (LD10314 y 30U), cada dosis 
evaluada fue estadísticamente parecida entre sí, de acuerdo con las letras que se comparten en los 
resultados de la prueba Tukey. Pese a ello, el código de hongo 30U fue ligeramente superior a nivel 
del grado de mortalidad reportado; la corrida 2 muestra que la cepa 27A fue estadísticamente más 
similar al control positivo DSMZ que el código de hongo 29AI; y la corrida 3 parece señalar que el 
hongo con el código 29AL presentó un efecto en la mortalidad superior sobre las unidades 
experimentales seleccionadas con respecto al código de hongo 30N. 
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La prueba Dunnet de la corrida 3 indicó que la mortalidad natural del control negativo (x ̄= 1,00) se 
asemejó a la mortalidad promedio de las dosis más bajas del código de hongo 30N (1 y 0,1 esporas 
µL-1, x1̄ = 1,33 y x2̄ = 0,33); en la corrida 2 se verificó que sólo la mortalidad promedio de la dosis más 
baja del código 29AI (0,1 esporas µL-1, x ̄= 2,67) fue similar al control negativo (x ̄= 1,67); y en la 
corrida 1 ninguno de los promedios de mortalidad fueron estadísticamente similares al control 
negativo (x ̄= 1,00), dado que los códigos LD10314 y 30U presentaron porcentajes de mortandad 
mínimos o superiores al 50%, hasta la dosis más baja. Adicionalmente, de la prueba ANOVA se 
construyeron gráficos de los valores residuales del error acumulado, y se observó que en todos los 
tratamientos con las dosis evaluadas se mantuvo la normalidad de los residuales porque 
mantuvieron el comportamiento de una campana de Gauss, así como la aleatoriedad de los mismos 
con base en los resultados de los gráficos de control (resultados no mostrados). 
Una vez que se estimaron los valores derivados de la prueba de varianza, se hizo una comparación 
entre los valores porcentuales de mortalidad acumulada de los hongos promisorios probados bajo 
la experimentación realizada (Figura 22), y se observó que los códigos de hongos que generaron un 
grado de mortalidad similar a la cepa de referencia de M. anisopliae fueron 30U (x ̅= 80,6% - IC: 61,9-
99,3), 29AL (x ̅ = 78,0% - IC: 52,6-103,4) y LD1014 (x ̅ = 73,6% - IC: 49,6-97,6), respectivamente; 
seguidos del hongo 27A (x ̅= 70% - IC: 45,0-94,9); y en menor proporción los códigos de hongo 29AI 
(x ̅= 44% – IC: 27,4-60,6) y 30N (x ̅= 33,4% - IC: -1,2-68,0), respectivamente (α = 5%). 
 
Figura 22. Gráfico de barras de los valores porcentuales de mortalidad acumulado registrado al ensayar los 
diferentes códigos de hongos con posible actividad entomopatógena contra forrajeras de A. cephalotes. 
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4.6.1 Cuantificación de la dosis subletal de los posibles hongos entomopatógenos 
Después de realizar el análisis de varianza, se procedió a hacer un gráfico de dispersión para 
establecer la significancia de la correlación dosis-mortandad del total individuos evaluados con las 
diferentes dosis decimales (1000, 100, 10, 1 y 0,1 esporas µL-1) de los hongos promisorios bajo el 
método de Spearman Rho y conocer si dicha correlación seguía un comportamiento lineal (Figura 
23), antes de llevar a cabo la prueba paramétrica de Probit. 
 
Figura 23. Gráfico de dispersión del índice de mortalidad porcentual obtenido al evaluar las seis posibles cepas 
de hongos entomopatógenos con los promedios de mortandad de las cinco dosis ensayadas. 
El gráfico de dispersión parece indicar que las cepas que alcanzaron porcentajes de mortalidad 
comparables con la cepa de referencia DSMZ utilizada como control positivo fueron los códigos 30U 
y 29AL, seguidos de LD10314 y 27A. Por su parte, los códigos de hongos que causaron menor 
mortalidad sobre las hormigas cortadoras de hojas fueron 29AI y 30N. Curiosamente, 30U es la cepa 
que morfológicamente se pareció a la cepa de referencia de M. anisopiae, los códigos LD10314 y 
27A que generaron mortalidades similares son posibles cepas de B. bassiana; y 30N junto con 29AI 
son posibles cepas de Aspergillus spp. Como incentivo, los resultados de la prueba de correlación 
de Spearman Rho sugieren que hay una correlación superior al 70% entre las dosis de cada uno de 
los hongos evaluados, y los valores de correlación estimados fueron significativos: 
1) DSMZ (R2 = 0,824; p = 0,000). 
2) 29AL (R2 = 0,894; p = 0,000). 
3) 30N (R2 = 0,878; p = 0,000). 
4) 29AI (R2 = 0,697; p = 0,004). 
5) 27A (R2 = 0,910; p = 0,000). 
6) 30U (R2 = 0,875; p = 0,000). 
7) LD10314 (R2 = 0,921; p = 0,000). 
Finalmente, y considerando los resultados mostrados anteriormente, se realizó la prueba de 
regresión de Probit para determinar las dosis subletales requeridas para alcanzar una mortalidad 
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del 50% sobre una colonia de hormigas forrajeras de Atta cephalotes (los gráficos generados de la 
regresión lineal se muestran en el anexo 4). Con base en el cuadro 7, recuperado a partir de los 
resultados generados por la prueba Probit, se determinó que todos los hongos probados y sus dosis 
fueron valorados como predictores confiables (valor de probabilidad de la prueba de regresión – p 
= 0,000) y todas las cepas se ajustaron en más de un 50% (valor de p de Pearson > 0,500) a esta 
prueba paramétrica. Una vez que se conoció que estos valores se ajustaron a este análisis, se obtuvo 
el cálculo de la LD50 de las seis cepas seleccionadas, el cual mostró que el hongo que requiere una 
menor cantidad de esporas para ocasionar una elevada mortalidad fue el código 30U (posible 
Metarhizium spp.) ya que requiere la aplicación de cerca de 43 esporas mL-1 para producir un 50% 
de mortalidad a una población de zompopas, cuyo valor se acercó bastante al reportado para la 
cepa de referencia DSMZ de M. anisopliae que alcanzó una dosis subletal de ≈23 esporas mL-1. Otros 
hongos que requieren dosis relativamente más altas de esporas para alcanzar un 50% de mortalidad 
sobre obreras de A. cephalotes fueron los códigos 29AL (≈118 esporas mL-1), LD10314 (≈175 esporas 
mL-1) y 27A (≈283 esporas mL-1). Finalmente, los códigos 29AI y 30N de posibles hongos de 
Aspergillus spp. requieren de dosis de esporas en los órdenes de 1×104 y 1×105 esporas mL-1, por lo 
que no sería tan apropiado seleccionados en un proceso de formulación. 
Cuadro 7. Valores reportados de dosis letales medias (LD50) para las 6 cepas promisorias de posibles hongos 
entomopatógenos para combatir hormigas cortadoras de hojas, Atta cephalotes. 
Código 
de hongo 
Valor de Z 
(regresión) 
Valor de p 
(regresión) 
Valor de Χ2 
(Pearson) 
g.l. 
(Pearson) 
Valor de p 
(Pearson) 
LD50 ± SD (esporas mL-1) 
LD10314 4,59 0,000 1,389 3 0,708 (1,745×102 ± 2,397)24 
30U 4,26 0,000 0,429 3 0,934 (4,281×101 ± 2,411) 
27A 4,58 0,000 1,523 3 0,677 (2,828×102 ± 2,552) 
29AI 2,61 0,009 0,636 3 0,888 (5,564×104 ± 5,063) 
30N 6,03 0,000 4,080 3 0,253 (1,002×105 ± 1,671) 
29AL 4,89 0,000 0,660 3 0,882 (1,176×102 ± 2,003) 
DSMZ 4,18 0,000 1,661 3 0,646 (2,293×101 ± 2,130) 
4.6.2 Determinación del tiempo de supervivencia de los hongos sobre obreras, A. cephalotes 
Como paso final en la determinación de la cepa de hongo más promisoria de las seis que se 
seleccionaron preliminarmente, se realizó la prueba no paramétrica de Kaplan-Meier, cuyo resumen 
de resultados se muestra en el cuadro 8 y los gráficos de supervivencia obtenidos del análisis se 
                                                          
24 El valor de dosis subletal marcardo con color azul (30U) es el que requiere la menor cantidad de esporas en 
solución de Tween 80® 0,01% (v/v) para alcanzar una mortalidad del 50% de hormigas parasol en una colonia, 
que fue similar al valor de la cepa DSMZ de M. anisopliae var. anisopliae marcado con color naranja. Por su 
parte, los  valores marcados con color verde (LD10314, 27A y 29AL) requieren dosis ligeramente más altas y 
los valores de los códigos marcados con rojo son los que requerirían las dosis más altas de esporas para poder 
alcanzar al menos un 50% de mortandad de obreras A. cephalotes dentro de una colonia (29AI y 30N). 
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presentan en la figura 24. Asimismo, se aplicaron los métodos de Log-Rank y Wilcoxon para estimar 
si existían diferencias significativas (p < 0,05) entre los tiempos de supervivencia medios derivados 
de cada cepa de hongo ensayada y los controles negativos. 
Como se aprecia en dicho cuadro, ninguna de las cepas de hongos presentó diferencias estadísticas 
significativas entre las dosis aplicadas, bajo los métodos de Wilcoxon o Log-Rank evaluados (p > 
0,05). Por otra parte, las medianas de tiempos de muerte se ubicaron en promedio entre los días 5 
y 6 (Figura 24); por lo que espera que todos los individuos de una colonia de A. cephalotes mueran 
en este lapso de tiempo efectivo por efecto de los entomopatógenos (LT50 = 6 días). 
Cuadro 8. Tiempos de letalidad medios (LT50) de Kaplan-Meier y estimación de los valores de probabilidad 
para comparar los tiempos de muerte de cada dosis con de hongos con los métodos Log-Rank y Wilcoxon. 
Cepa Bt Tiempo subletal (LT50) promedio a 1000 
esporas µL-1 (días) 
Valor de χ2 g.l. Valores de p (Log-Rank –  
Wilcoxon) 
DSMZ 5,867 2,632 – 3,119 5 0,756 – 0,682 
29AL 5,342 5,711 – 6,299 5 0,335 – 0,278 
30N 4,941 2,767 – 2,851 5 0,736 – 0,723 
29AI 5,091 2,063 – 2,235 5 0,840 – 0,816 
27A 5,367 6,224 – 7,264 5 0,285 – 0,202 
30U 4,932 4,085 – 4,543 5 0,537 – 0,474 
LD10314 5,098 2,882 – 3,184 5 0,718 – 0,672 
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Figura 24. Gráficos de tiempos de supervivencia generados bajo el método no paramétrico de Kaplan-Meier, 
a partir de las medianas de mortalidad producidas por seis códigos de hongos bioactivos contra obreras de 
Atta cephalotes: A) cepa comercial DSMZ, utilizada como control positivo biológico, B) hongo 29AL, C) hongo 
30N, D) hongo 2AI, E) hongo 27A, F) hongo 30U y G) hongo LD10314. 
Si bien es cierto que las medianas de las dosis aplicadas no variaron significativamente (α = 0,05), 
los tiempos subletales bajaron gradualmente conforme la dosis aplicada y a nivel promedial, los 
códigos de hongos que alcanzaron menores tiempos de muerte a la dosis más elevada fueron 30U 
(x ̅= 4,932) y 30N (x ̅= 4,941); ya que el resto de hongos tuvieron tiempos subletales mayores de 5. 
Para darle mayor valor a los resultados reportados, se creó un gráfico de interacciones para verificar 
que los valores de mortalidad reportados por los códigos de hongos más afines con DSMZ (30U, 
LD10314 y 29AL) se traslaparan en alguno de los puntos de la gráfica con el comportamiento de 
mortalidad acumulada producido por cepa de referencia (Figura 25). Con ayuda de este gráfico, se 
observó que la cepa de referencia DSMZ se cruzó en dos puntos del hongo 30U (entre las dosis 0,1 
y 1000 esporas µL-1), además se cruzó en un punto con LD10314 y 29AL (a la dosis de 1000 esporas 
µL-1). En adición, 29AL interaccionó en varios puntos con 30U y con LD10314, y 27A sólo interaccionó 
con LD10314 en 3 puntos y ambas cepas presenta un comportamiento similar. Cabe señalar que los 
hongos 29AI y 30N, que causaron menor efecto de entomopatogenocidad, sólo interaccionaron 
entre sí y se cruzaron en un punto (a la dosis de 100 esporas µL-1). 
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Figura 25. Gráfico de interacciones múltiples sobre la actividad entomopatógena promedio alcanzada por los 
seis hongos promisorios seleccionados en los bionesayos de virulencia contra zompopas de A. cephalotes. 
Con base en los resultados finales y basado en las dosis estimadas y el valor de p de bondad de 
ajuste, el código de hongo que parece ser más efectivo a una dosis más baja para combatir hormigas 
cortadoras de hojas del género Atta cephalotes y que se podría utilizar en una próxima etapa de 
formulación es el código 30U (aislado de suelo asociado a la colonia), seguido de cerca por los códigs 
29AL, LD10314 y 27A (aislados de cadáveres de las cámaras de desecho); y los hongos que 
ocasionaron menor mortandad sobre las forrejas de A. cephalotes fueron 29AI (cadáveres del 
basurero) y 30N (obreras vivas del basurero). 
DISCUSIÓN 
En la presente investigación, se evaluaron posibles patógenos facultativos (Aspergillus spp.) (Hughes 
et al., 2004) y obligados (M. anisopliae, B. bassiana y las δ-endotoxinas de B. thuringiensis) (Bennet, 
2007) para ser aplicados como potenciales agentes bioinfecciosos que ocasionaran alta letalidad 
sobre obreras susceptibles de Atta cephalotes. Para dicho estudio, se partió del conocimiento sobre 
los portales de entrada bajo los cuales actúan estos entomopatógenos: 1) las conidias de los hongos 
que elicitan una enfermedad contagiosa al insecto (Kaya y Vega, 2012); y 2) las proteínas Cry de B. 
thuringiensis, que originan una infección per os y conducen a septicemia por efecto de toxemia25 
                                                          
25 Toxemia de un insecto corresponde a la presencia de una gran cantidad de toxinas a lo largo del canal 
alimentario del hospedero y posterior invasión del resto de los tejidos. 
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(Vergara-Ruiz, 2004). Por consiguiente, en los siguientes párrafos se discutirán los elementos que 
llevaron a decidir cúan efectivos fueron las toxinas Cry o esporas de HEP probados. 
Durante un proceso de fermentación de Bacillus thuringiensis, se deben considerar tres etapas: 1) 
el crecimiento de células vegetativas, 2) la transición hacia la esporulación y 3) la maduración de las 
esporas y posterior lisis celular (Berbert-Molina et al., 2008). Tomando en consideración estos 
aspectos dentro de la cinética de crecimiento microbiano de este bacilo, Salazar-Magallón et al. 
(2015) evaluaron un proceso fermentativo de una cepa de B. thuringiensis autóctona del estado de 
Morelos, México, crecida en el medio de cultivo comercial HCT; y determinaron que la fase 3 de 
crecimiento se alcanzó hasta el día 3, con una concentración promedio de (1,78±0,06) mg mL-1 de 
liofilizado, y un conteo de esporas resultante de (2,71×108±0,79) UFC mL-1. Estos resultados son 
mayores a los reportados en esta investigación luego de recuperar el liofilizado de las 15 cepas 
promisorias de Bt y la cepa de referencia de B. thuringiensis subs. israelensis (Bti1A), ya que el 
máximo valor de peso seco obtenido fueron 0,728 mg mL-1 (cepa Bt19) y el mínimo fue de 0,212 mg 
mL-1 (cepa Bt19). Sin embargo, estos resultados estarían acorde con el conteo de esporas viables si 
se toma en consideración que el conteo de esporas promedio obtenido por Salazar-Magallón et al. 
(2015) es superior a los conteos obtenidos en este estudio, los cuales variaron entre 3,30×106 UFC 
mL-1 (cepa Bti1A) y 2,10×107 UFC mL-1 (cepas Bt34 y Bt47) (Sección 4.1, Cuadro 2). 
Los hechos que explican los motivos por los que los porcentajes de muerte acumulada alcanzados 
por las 12 cepas de B. thuringiensis menos bioactivas contra obreras de Atta cephalotes (Bt19, Bt20, 
Bt21, Bt26, Bt27, Bt33, Bt34, Bt38, Bt40, Bt42, Bt45 y Bt47, Sección 4.2, Figura 12) fueron más bajo 
de 40% derivan de dos posibles eventos que ocurrieron en el canal alimentario: 1) hubo una sobre-
expresión de las enzimas del tipo serín-proteasas (tripsina y quimiotripsina) en el mesenteron, 
situación que convergió en una proteólisis pronunciada sobre las proteínas Cry e indujo cambios 
conformacionales de la proteína, disminuyó la afinidad de la toxina para reconocer al receptor 
presente en las vesículas de membrana de borde en cepillo (BBMV) o para inactivar las toxinas por 
el creciente grado de hidrólsis (Wilson y Cotter, 2013); ó 2) hubo una baja densidad de serín-
proteinasas, que resultó en alteraciones de la composición de la batería de hidrolasas del intestino 
medio de las zompopas o simplemente el mesenteron de las obreras estudiadas no contó con un 
microambiente digestivo lo suficientemente alcalino (pH = 9.0-12.0) para producir una solubilización 
efectiva sobre las δ-endotoxinas de B. thuringiensis (Talaei-Hassanloui et al., 2013).  
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Con cualquiera de los dos razonamientos, se podría presumir que el tamaño de las proteínas Cry se 
mantuvo invariable (Mandal et al., 2015) o fue altamente digerido por expresión de serín-proteasas 
de bajo peso molecular (≈66 kDa) (de Maagd et al., 2003) en el mesenteron de aquellas zompopas 
que lograron sobrevivir el post-bioensayo, lo que conllevó a que las inclusiones cristalinas inactivas 
cruzaran todo el canal alimentario del insecto hasta ser excretadas en el proctodeo (Deist et al., 
2014). Estos argumentos irían de la mano con las observaciones de las partículas de la dieta artificial 
disueltas y teñidas con el colorante azul, que fueron visualizadas en el mesenteron de obreras que 
murieron al ser sometidas al bioensayo por 7 días – Sección 4.2.1, Figuras 13A, B y C o en la región 
del proctodeo en aquellas obreras que sobrevivieron el post-ensayo (Figuras 13C, D y E). 
Los posibles motivos con los que se podría argumentar el por qué se hallaron partículas de la dieta 
teñidas en los individuos vivos y muertos en diferentes regiones digestivas podrían ser consecuencia 
del tipo y la cantidad de enzimas digestivas implicadas en el proceso de digestión de las zompopas, 
ya que estas endoproteasas son las variables que rigen la actividad tóxica de estos himenópteros 
(Deist et al., 2014). Esta especulación se complementa con el estudio de Erthal Jr. et al. (2004), que 
valoraron la proteólisis del canal alimentario de obreras intermedias de Acromyrmex subterraneus, 
y determinaron que en el mismo ocurre el fenómeno llamado acidificación progresiva. Este proceso 
consiste en una disminución paulatina del potencial de hidrógeno desde el estomodeo (pH = 8.2–
8.0) hasta el proctodeo (pH = 5.0–3.0); la cual está regulada por diversos grupos de hidrolasas; 
donde en el estomodeo (incluye el buche) y el mesenteron abundaron serín-proteasas, amino-
peptidasas, α-amilasas y α-glucosidasas; mientras que en el proctodeo (que comprende el íleo y el 
recto) había mayor número de α-glucosidasas, β-glucosidasas, α-galactosidasas y α-manasidasas. 
La sacarosa fue uno de los componentes incorporados a la dieta, ya que las zompopas requerían de 
una fuente de carbohidratos para su alimentación. Por ello, se ha estudiado que las zompopas 
obreras poseen altos niveles de α-glucosidasas en el mesenteron para digerir este disacárido y 
degradarlo a glucosa. Además, cuentan con quitinasas y β-glucosidasas en las glándulas labiales, que 
participan en la degradación intermedia y final de quitina y celobiosa/celulosa/olisacáridos en el 
jardín fúngico, respectivamente (Dowd, 1992; Schiøtt et al., 2008). Las β-glucosidasas, junto con α-
galactosidasas y α-manasidasas parecen acumularse en el recto de las obreras para ser liberadas 
posteriormente en el proceso de defecación sobre el material vegetal recién cortado y prevenir la 
incidencia de partículas o microorganismos contaminantes del jardín fúngico (Erthal Jr. et al., 2009). 
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Es posible que esta última suposición explique los motivos por los que Erthal Jr. et al. (2004) hallaron 
que en obreras vivas de Ac. subterraneus presentaron variaciones en relación con la actividad 
enzimática del intestino medio de las hormigas (8,1 ± 4,1 mU mg-1), en relación con la proteólisis 
exhibida en el contenido del lumen del recto (11 ± 3 mU mg-1), sobre la fracción soluble de sacarosa; 
y presumieron que estas diferencias se deben a la proporción de α-glucosidasas en estas regiones 
digestivas. Asimismo, hallaron actividad de aminopeptidasas y serín-proteasas en el lumen del 
intestino medio y el proctodeo, lo que demostró la importancia de estas hidrolasas en la digestión 
del material fúngico y vegetal, tanto en el intestino medio como en el fluido de las gotículas fecales.  
La actividad proteolítica de 7 especies de la tribu Attini y algunos himenópteros de las familias 
Formicinae y Mymicinae también fue estudiada por Martin y Martin (1970) bajo disecciones sobre 
obreras vivas que incluyeron la especie A. cephalotes (n = 10); y determinaron que había mayor 
grado de proteólisis en el recto (0,505 mg de enzimas proteolíticas zompopa-1) que en el intestino 
medio (0,110 mg de proteasas digestivas zompopa-1); cuyo comportamiento fue similar en el resto 
de hormigas Attini, pero difirió notablemente con respecto de las otras especies de himenópteros 
como Acanthomyops claviger (Hymenotptera: Formicinae) y Crematogaster cesari (Hymenotptera: 
Myrmicinae), que exhibieron mayor actividad proteolítica en el mesenteron (0,200 mg de proteasas 
digestivas zompopa-1) que en el recto (< 0,005 mg de endoproteasas zompopa-1).  
En ambos estudios, los autores presumieron que la principal razón que expone una mayor actividad 
proteolítica en el recto con respecto del intestino medio de las zompopas obreras se debe a que la 
mayoría de estas endoproteasas fueron desplazadas del mesenteron y se acumularon en el recto, 
para que en conjunto con la acidez del líquido fecal (pH = 5.0-3.0); estas hidrolasas participaran en 
funciones de: 1) prevención microorganismos contaminantes circundantes en el jardín fúngico, 2) 
limpieza del hongo simbionte y/o 3) detoxificación de metabolitos vegetales. En consecuencia, estos 
puntos se deben contemplar porque pudieron tener un efecto negativo sobre el liofilizado con el 
complejo espora-cristal de B. thuringiensis incorporado en dieta, y confirmarían las presunciones 
mencionadas anteriormente acerca de la digestión total o nula solubilización de las δ-endotoxinas. 
Por tanto, considerando la carencia de un microambiente alcalino (pH = 8.0-10.5) en el epitelio 
intestinal de las obreras de A. cephalotes debido al fenómeno de acidificación progresiva del sistema 
digestivo, así como una baja densidad de serín-proteasas que solubilizaran las proteínas Cry 
(Schünemann et al., 2014); pudo ocurrir una baja hidrólsisis intramolecular y/o activación regulada 
de las toxinas, así como una reducida unión a los receptores de las células epiteliales, lo que elicitó 
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una activación proteolítica alterada de las δ-endotoxinas (Nester et al., 2002). Este proceso es lo 
que pudo gestar un bajo a intermedio índice de entomotoxicidad, como se obtuvo con las cepas 
promisorias de Bt (Bt28, Bt29 y Bt44) probadas en bioensayos (Sección 4.2.2) (Erthal Jr. et al. 2007). 
Auque se han publicado pocos artículos acerca de la actividad entomotóxica de las δ-endotoxinas 
sobre hormigas de la tribu Attini y sobre himenópteros en general, se discutirán los resultados más 
relevantes que se complementan con los experimentos de este proyecto. En primer término, Sims 
(1997) evaluó la aplicación de las proteínas CryIIA de Bt var. kurstaki sobre tres himenópteros 
adultos de abejas (Apis mellifera), la avispa macrónido (Macrocentrus ancylivorus), un bracónido 
parasitoide (Meteorus pulchricornis) y la avispa de la jalea (Nasonia vitripennis) (n = 25, r = 6) a una 
concentración fija de 50 µg mL-1 mediante bioensayos en dieta artificial; y mencionaron que ninguno 
de adultos mostró una mortalidad significativa (p > 0,05), ya que las mortalidades asignadas a cada 
especie de insectos fueron de 24,3% (Apis mellifera), 25,8% (Macrocentrus ancylivorus), 50,0% 
(Meteorus pulchricornis) y 32,0% (Nasonia vitripennis);  
Los porcentajes conseguidos por Sims (1997) parecen concordar con los obtenidos en este trabajo, 
dado que las tres cepas promisorias alcanzaron mortalidades acumuladas de 54,16% (Bt28), 45,80% 
(Bt29) y 44,45% (Bt44) (Sección 4.2.2, Figura 14). De hecho, ninguna de las restantes 12 cepas 
ensayadas a 100 y 10 µg mL-1 exhibieron mortalidades superiores al 20%; por lo que el autor explica 
la posibilidad de que los insectos que soportan concentraciones tan elevadas como 50 µg mL-1 y 
exhiben baja mortandad, no parecen ser un riesgo ecológico para los himenópteros. Estos 
resultados se vinculan con un limitado número de sitios de unión a los receptores asociados a las 
BBMV y las constantes de equilibrio de disociación de las toxinas, que pudieron afectar el grado de 
especificidad para actuar en el epitelio intestinal de A. cephalotes (Saraswathy y Kumar, 2004); por 
lo que se sugiere que sólo tres de las 15 cepas de Bt parecen ser potenciales cepas de 
entomopatógenos promisorios para formulación de bioproductos contra zompopas. 
Otro estudio en el que se desarrollaron bioensayos con los siguientes himenópteros: la falsa oruga 
del rosal (Arge rosae), la mosca de sierra (Diprion pini), la spruce sawfly europea (Gilpinia hercyniae) 
y la gregaria spruce sawfly (Pristiphora abietina) para evaluar la toxicidad de una cepa de B. 
thuringiensis que contenía los genes Cry5A y Cry5B a concentraciones de 7 µg mL-1 y 5 µg mL-1 fue 
Porcar et al. (2008). Los autores revelaron que las toxinas de esta cepa fueron bioactivas en menos 
de un 10% sobre A. rosae y G. hercyniae y asumieron que estos insectos no fueron susceptibles al 
efecto de las proteínas Cry; D. pini fue más sensible porque a una administración oral de 7 µg mL-1 
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se obtuvo un 40% de mortandad con una concentración subletal (LC50) de 4,9 µg mL-1; y dicha 
mortalidad fue similar a la obtenida sobre los insectos de P. abietina (35%) que se asociaron a una 
LC50 de 1,6 µg mL-1, por lo que estas toxinas pudieron ser más específicas para unirse a las BBMV.  
Las concentraciones subletales reportadas por estos investigadores difieren con este estudio, 
exceptuando la LC50 que se registró para la cepa comercial Bti1A utilizada como control positivo 
biológico en todos bioensayos (1,28 ± 2,667 µg mL-1) y alcanzó cerca del 50% de mortalidad; dado 
que las concentraciones subletales obtenidas para las cepas más promisorias – Bt28 (5,859×107 ± 
7,402×105 µg mL-1), Bt29 (3,170×103 ± 1,212 µg mL-1) y Bt44 (9,97×101 ± 3,895×103 µg mL-1) (Sección 
4.2.2, Cuadro 5) – fueron mucho más elevadas que las calculadas por Porcar et al. (2008); 
probablemente: 1) por la especificidad de las toxinas, 2) porque no se ajustaron bien a la prueba 
Probit y 3) porque no fueron predictores significativos como sí lo fue la cepa Bti1A. 
Tal como se apreció en el gráfico de dispersión de las cepas más promisorias y la cepa comercial 
Bti1A empleada como control positivo (Sección 4.2.2, Figura 15) y con base en los resultados de 
ajuste a la prueba Probit (Cuadro 5), es probable que el comportamiento del complejo espora-cristal 
incorporado en el liofilizado de Bt no siga un comportamiento lineal, inclusive después de que los 
datos de LC50 fueran transformados a log10, y los valores de mortandad se convirtieran a valores de 
Probit. Este aspecto es respaldado por Wilson y Cotter (2013), quienes destacan que es común que 
se presenten relaciones no lineales entre la densidad del entomopatógeno y el número de 
infecciones esperables, dada la plasticidad fenotípica y los mecanismos de resistencia del insecto. 
La concentración letal media resultante de una cepa de B. thuringiensis conseguida al establecer 
bioensayos preparados por Lingathurai et al. (2015), evaluar concentraciones de 20×103, 40×103 y 
80×103 µg mL-1 durante 4 días y estimar el grado de emergencia (que fue de ≈37,9% al aplicar 80×103 
µg mL-1) y la mortalidad de adultos de la avispilla sin aguijón (Trichogramma chilonis, Hymenoptera) 
(n = 50, r = 3) resultó en un valor de 5,27×101 µg mL-1 (p < 0,05); se asemeja al valor de LC50 calculado 
para la cepa Bt44 (9,97×101 ± 3,895×103 µg mL-1) de la presente disertación. 
No obstante, la tasa de muerte mencionada por estos autores difirió con los valores reportados en 
este estudio (Sección 4.2.2, Cuadro 5), ya que Lingathurai et al. (2015) mencionan que la mortalidad 
y la inhibición del desarrollo del parasitoide se incrementaron proporcionalmente con base en la 
concentración de insecticida aplicado, lo cual no se determinó en este estudio porque ninguna de 
las cepas exhibió un patrón constante de la dupla concentración-mortandad. Además, estos autores 
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confirmaron que la LC50 de la cepa de Bt alcanzó un valor más alto que el reportado por tres 
insecticidas sinéticos comúnmente utilizados para controlar a estos parasitoides: endosulfán 
(2,87×101 µg mL-1), monocrotophos (7,76 µg mL-1) y cipermetrina (0,96 µg mL-1); los cuales suelen 
ser efectivos porque actúan inhibiendo el canal de sodio, ATPasas, sistema GABA y/o receptores de 
acetilcolina; dado que van en detrimento y repercuten en el sistema nervioso del insecto-blanco, y 
podrían dar razón al que el ácido bórico 1 mmol mL-1 fuera tan efectivo para matar zompopas. 
de Castilhos-Fortes et al. (2002) determinaron la concentración y el tiempo subletales de cepas de 
B. thuringiensis var. sooncheon y roskildiensis sobre un insecto social como las obreras de termitas 
(Nasutitermes ehrhardti, Isoptera) (n = 60, r = 3) a concentraciones decimales de 1×104 a 1×108 µg 
mL-1; y de los 55 aislamientos adquiridos de las termitas, se hizo un screening de 7 posibles agentes 
bio-infecciosos: Bt var. sooncheon (Bts = 100%), Bt var. roskildiensis (Btr = 100%)), Bt var. 
yunnanensis (Bty = 71,4%), Bt var. huazhongiensis (Bth= 57,1%), Bt var. brasiliensis (Btb = 52,3%), Bt 
var. colmeri (Btc = 42,85%) y Bt var. kurstaki (Btk = 27,57%). Las LC50 estimadas en un periodo de 7 
días para las cepas Bts (5,14×105 µg mL-1) y Btr (1,68×108 µg mL-1) son comparables con las calculadas 
para las cepas Bt28 (5,859×107 ± 7,402×105 µg mL-1) y Bt29 (3,170×103 mg mL-1). 
El estudio más representativo sobre zompopas en el que se aislaron cepas de B. thuringiensis a partir 
de obreras de Acromyrmex crassispinus y Ac. lundi para combatir Ac. lundi (n = 10, r = 3) fue realizado 
por Pinto et al. (2003) mediante bioensayos en dieta semi-sólida (glucosa al 5%, peptona 
bacteriológica al 1%, extracto de levadura al 0,1% y 1,5% agar bacteriológico) o líquida (con los 
mismos componentes, pero sin agregar agar). A partir de 1-125×108 UFC mL-1 inóculos de cada cepa 
que confirmaron la presencia de las toxinas Cry1 y Cry9, evidenciaron que las zompopas adquirieron 
una longevidad promedio de 7,5 días en la dieta líquida, con la que se alcanzó mejores resultados.  
Independientemente de la baja variabilidad, ambas preparaciones de dieta permitieron detectar 3 
cepas que alcanzaron mortandades de 50% (genes cry no detectados), 80% (gen cry1) y 100% (gen 
cry9); mientras que los restantes 6 aislamientos probados presentaron mortalidades de 12,5-42,8% 
hasta el día 17 de evaluación. Aunque estos investigadores no reportan valores de concentración ni 
tiempo subletales de las cepas ensayadas, los porcentajes de mortalidad acumulada están acorde 
con los resultados de este trabajo, dado que el 80% (12 cepas) de las 15 cepas asignadas como 
entomopatógenos prometedores obtuvieron menos de 35% de mortalidad (Figura 15), cuyo 
porcentaje se encuentran dentro del intervalo de mortalidad mencionado por Pinto et al. (2003), y 
las 3 cepas que alcanzaron entre 44,45 y 54,16% (Bt28, Bt29 y Bt44) representan un 20% del total 
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de cepas probadas; similar al 21,43%, representado por las 3 cepas de Bt (de 14 en total) que 
alcanzaron más de 50% de mortandad en los bioensayos desarrollados por estos investigadores. 
Con respecto al tiempo subletal, Azizoglu et al. (2015) indagaron la mortalidad de hembras de la 
avispa parasitoide de huevos de lepidópteros (Trichogramma evanescens, Hymenoptera) a una 
concentración de 5000 µg mL-1 de la mezcla espora-cristal de Bt subs. kurstaki mediante bioensayos 
(n = 10, r = 3) y calcularon una longevidad promedio de los individuos de 6,3 días; cuyo valor no fue 
significativo en relación con el control negativo (7,5 días, t = 0,977 – p = 0,341). A pesar de que la 
concentración utilizada en este estudio es 5 veces más grande que la concentración más alta 
aplicada en este estudio, los LT50 calculados para las cepas de Bt más promisorias (Bt28, Bt29 y Bt44) 
se relacionan con la longevidad reportada, ya que la mayoría de las medianas estimadas se ubicaron 
entre los días 5 y 7, indiferentemente a la concentración usada (Sección 4.2.3, Figura 16, Cuadro 6).  
Otros resultados complementarios derivan de la publicación de Castilhos-Fortes et al. (2002), 
además de la LC50 que calcularon sobre las obreras de termitas (Nasutitermes ehrhardti, Isoptera) 
para cada concentración de las cepas promisorias de Bts y Btr utilizando concentraciones de 1×104 
hasta 1×108 µg mL-1, también estimaron que los LT50 asociados con estas cepas fueron de 4,23-14,67 
días para la cepa Bt var. sooncheon y se ubicaron entre 4,54–12,17 días para Bt var. roskildiensis. 
Los resultados presentados por estos científicos se ubican dentro del rango de índices de tiempo de 
muerte demostrado en este estudio, ya que los valores de LT50 calculados a partir de las LC50 con las 
3 cepas de Bt más promisorias fueron de 5 días (Bt28) y 6-7 días (cepas Bt29 y Bt44) (Cuadro 6). 
Se han propuesto mecanismos de resistencia que insectos como las hormigas podadoras podrían 
exhibir para soportar el efecto de toxinas Cry, y se ha comprobado que las proteínas Cry han 
requerido modificar su estructura para mejorar su afinidad a los receptores del epitelio (Jisha et al., 
2013). Una de las principales ideas que pudieron conducir a una tolerancia por parte de las 
zompopas fue su capacidad para reparar células dañadas en el mesenteron; cuya evidencia es 
presentada por Cruz-Landim y Costa-Leonardo (1996). Estos autores analizaron cortes del 
mesenteron de termitas obreras (orden Isoptera) con microscopía electrónica de transmisión y 
averiguaron que las células columnares deterioradas de la lámina basal epitelial sufrieron procesos 
de continua diferenciación y fueron reemplazadas por células producidas de novo, con ayuda de 
vacuolas autofágicas que únicamente dejaron restos de debris en el lumen. Por lo tanto, 
considerando que las termitas y las hormigas parasol son insectos sociales que tienen 
comportamientos higiénicos parecidos, es posible que en los 12 aislamientos de Bt que tuvieron una 
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bioactividad tóxica reducida, las obreras tuvieron la capacidad de renovar rápidamente las células 
necrosadas, limitando así el efecto de las δ-endotoxinas incorporadas en la dieta (Obata et al., 2015). 
Con estos supuestos, han surgido teorías sobre los factores de virulencia que poseen las toxinas de 
Bt para invadir el mesenteron de los insectos (Argôlo-Filho y Loguercio, 2014), y evitar que el insecto 
bloquee alguno de los pasos del mecanismo de infección per os de Bt: 1) la auto-renovación de las 
células epiteliales modulada por la inducción de un deterioro celular, es inhibida por las enhancinas 
y quitinasas de Bt para superar el epitelio; 2) la hidrólisis excesiva de las toxinas, mediada por las 
endoproteasas y la biosíntesis de péptidos antimicrobianos (AMP, del inglés antimicrobial peptides), 
son mermadas a través de bacteriocinas de Bt (Engel y Moran, 2013; Griffits y Aroian, 2005; Shishir 
et al., 2014); 3) la respuesta inmune humoral que se activa cuando el patógeno alcanza el hemocele 
y que resulta en la producción de hemocitos circundantes o el secuestro de las proteínas Cry por 
fracciones de glicolípidos o esterasas (Pardo-López et al., 2012), requiere la secreción de metalo-
proteasas InhA1 e InhA2 para brindar protección a las δ-endotoxinas (Harrison y Bonning, 2010; 
Raymond et al., 2010); y 5) la reducida unión de las toxinas a las BBMV por modificaciones de 
estructura o a una baja expresión de los receptores proteicos tipo cadherina, fosfatasa alcalina, 
aminopetidasa-N o el transportador ABCC2, suele requerir que la modificación estructural de las 
proteínas Cry para que éstas sean más afines a las BBMV (Bravo et al., 2012; Griffits y Aroian, 2005). 
No obstante, es posible que estos mecanismos de respuesta de las proteínas Cry no se hayan 
presentado en la mayor parte de los aislamientos de B. thuringiensis, por lo que se podría sugerir 
que cuando el liofilizado conteniendo el complejo espora-cristal fue ingerido por las obreras: 1) las 
δ-endotoxinas no fueron específicas, lo que resultó en la unión inapropiada en los receptores de la 
membrana epitelial; o 2) sí fueron activadas por las proteasas digestivas, pero el sistema inmune del 
himenóptero fue elicitado cuando las células epiteliales fueron afectadas por la apertura de poros 
líticos en la membrana, estimulando la auto-renovación de estas células; mientras que de manera 
análoga 3) se sobreexpresaron las proteasas digestivas o AMPs del insecto para catalizar y 
eventualmente inactivar las δ-endotoxinas; ó 4) se produjo el secuestro de las proteínas Cry por los 
lípidos ubicados en el lumen (Engel y Moran, 2013; Pardo-López et al., 2012), que interfirieron en la 
interacción toxina-receptor. Dada esta explicación, es posible que el efecto del extracto de Bt haya 
sido mermado y parte de los resultados generados de los bioensayos no fueron tan promisorios. 
Pese a que en las últimas décadas se han secuenciado más de 700 genes cry que codifican para ≈73 
δ-endotoxinas que se podrían utilizar en biocontrol, son pocos los grupos de proteínas Cry capaces 
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de actuar sobre el orden Hymenoptera, ya que la mayoría de toxinas reconocidas contra insectos de 
este orden han sido dilucidadas y evaluadas como protoxinas para combatir hormigas de fuego 
(Solenopsis invicta), zompopas (Ac. lundi), abejas (A mellifera) y otros himenópteros parasitoides. 
Estas proteínas incluyen Cry1, Cry3A, Cry5A, Cry5B, Cry9 y Cry22A (Palma et al., 2014; Pinto et al., 
2003; Porcar et al., 2008 y van Frankenhuyzen, 2013); y no se tiene certeza de los sitios de unión de 
las protoxinas a los receptores de las BBMV de la membrana epitelial, a pesar de que se ha 
propuesto que estos sitios corresponden a las proteínas del tipo cadherina, aminopeptidasa-N y 
fosfatasa alcalina; cuyas proteínas actúan sobre el orden Lepidoptera (van Frankenhuyzen, 2013). 
Algunos elementos que se deben contemplar cuando un grupo de insectos se prueba en bioensayos 
con dieta artificial y se exponen a concentraciones diferenciales de B. thuringiensis, es que tanto 1) 
el tiempo de exposición a la especie de Bt ensayada, 2) el sustrato incorporado en la dieta y 3) la 
concentración del complejo espora-cristal; son factores que pueden incidir en una mayor tolerancia 
del insecto hacia las toxinas, así como en la prevalencia y reducción de unidades formadoras de 
colonias sobre los insectos susceptibles (Kondo et al., 1995). Este fenómeno fue analizado por Ben-
Dov et al. (2003), quienes sometieron larvas del mosquito del dengue (Aedes aegypti, Diptera) sobre 
diferentes sustratos y concentraciones diferenciales de Bt subs. israelensis y larvas de la plaga 
conocida como rosquilla negra (Spodoptera littoralis, Lepidoptera) con otros sustratos o dieta 
semisólida y concentraciones de Bt subs. kenyae; y encontraron un comportamiento anómalo sobre 
la mortalidad ocasionada en estos individuos debido a la presencia de diversos tipos de partículas 
añadidos en la dieta (nutricionales, atrayentes y no nutricionales), que promovieron la dilución de 
unidades formadoras de colonias y se inhibió la alimentación de los insectos al final del bioensayo. 
Los autores destacan que esta situación pudo ser el resultado de que las partículas ingeridas por el 
insecto-blanco ejercieron un efecto protector sobre el epitelio del intestino medio en el momento 
en que las δ-endotoxinas ingresaron en el tracto gastrointestinal; ya que tales partículas pudieron 
cubrir la superficie donde se localizaban las células epiteliales, previniendo que las protoxinas Cry 
alcanzaran los receptores de las BBMV y anulando así su efecto entomotóxico. Otra limitante que 
también comentan es que la presencia de las partículas nutricionales comúnmente incrementa el 
contenido de endoproteasas digestivas en el intestino medio, las cuales participan activamente en 
el proceso de digestión, pero también pudieron sobredegradar las toxinas agregadas en la dieta. 
También se han hecho planteamientos a nivel genético para exponer los métodos empleados por 
un orden de insectos para tolerar un patógeno microbiano que actúe bajo infección per os como B. 
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thuringiensis (Landa et al., 1991) y se han distinguido biotipos resistentes en una colonia de insectos; 
donde influye el flujo de genes de resistencia, cuyo componente podría mejorar el desarrollo de 
resistencia de un insecto según el patrón de movilización exhibido por las poblaciones y los posibles 
cruces entre insectos susceptibles con insectos resistentes en áreas tanto tratadas como no tratadas 
con preparaciones de proteínas Cry (Cory y Franklin, 2012), como las que añadieron del liofilizado. 
La estrategia frecuentemente utilizada por las plagas en campo para favorecer la resistencia a un 
biocida que incorpore Bt, así como reducir la presión de selección y disminuir el crecimiento de las 
poblaciones resistentes se conoce bajo el término de dosis elevadas/ refugio estructurado, que se 
basa en modelos teóricos y experimentales de poblaciones de insectos, y asume lo siguiente: 1) los 
genes de resistencia se presentan en una baja frecuencia dentro de una población; 2) las cantidades 
de toxinas aplicadas en campo son lo suficientemente altas para eliminar el 95% de una población 
de individuos no resistentes; y 3) los individuos resistentes se cruzan con insectos susceptibles que 
nacen en zonas de refugio; un sitio donde la plaga se puede propagar y mantener su hábitos 
alimeticios (Machado y Fiúza, 2009). En consecuencia, comprender a posteriori la estructura 
genética y el comportamiento de las obreras al someterlas a concentraciones específicas del 
complejo espora-cristal Bt incorporado en un cebo sería un aspecto imprescendible si se decide 
introducir este bioproducto en programas de manejo integrado de plagas (MIP) y control biológico. 
La aplicación directa de hongos entomopatógenos (HEP) sobre plagas agrícolas que poseen un 
comportamiento claustral como las hormigas cortadoras de hojas ha sido todo un reto debido a la 
logística implicada en la introducción de conidias dentro de las colonias, así como la respuesta 
conductual de alarma y respuesta inmediata a través del comportamiento higiénico que realizan los 
individuos infectados para remover las esporas y la evitar el ingreso de una infección sobre los 
miembros que habitan el nido (Baverstock et al., 2010). Conforme a ello, en este proyecto se realizó 
una selección preliminar inicial que incluyó un set de 30 hongos de la colección aislados de Atta 
colombica, cuyas cepas de hongos tenían características de entomopatógenos generalistas (M. 
anisopliae y B. bassiana) o agentes casuales (Aspergillus); para establecer un screening inicial y 
determinar aquellos que alcanzaran una patogenicidad igual o superior a 90% (Shah et al., 2007). 
La razón inicial por la que se evaluaron 30 hongos aislados de colonias de A. colombica fue probar 
la patogenicidad preliminar de hongos aislados de los jardines fúngicos donde habitan las zompopas 
(Shapiro-Ilan, 2005); ya que en dichos jardines suelen encontrarse un complejo multiespecífico de 
microhongos que poseen hifas septadas, no septadas, ramificadas, no ramificadas, de color y grosor 
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variable. Los mismos pueden ser beneficiosos o patógenos para la colonia, y en este caso, las cepas 
ensayadas podrían ser posibles entomopatógenos de zompopas (Abril y Bucher, 2007). 
Los estudios acerca de la comparación de toxicidad reportada por una colección de hongos para el 
biocontrol de himenópteros fue valorada por Merino et al. (2007), quienes analizaron la 
entomopatogenicidad de 59 cepas de M. anisopliae y B. bassiana nativas de la región de Bío-Bío, 
Chile sobre la avispa “chaqueta amarilla” (Vespula germanica, Hymenoptera) (n = 10, r = 6), para 
discriminar aquellos hongos que causaran mortalidades dentro del percentil 90, y con estas cepas 
promisorias se estableció un bioensayo para calcular la LD90 con dosis variables desde 0–105 esporas 
µL-1. En ese proyecto, estimaron que sólo 2 cepas de B. bassiana superaron el percentil 90 (p < 0,05) 
y alcanzaron 95 y 79% de mortandad sobre los individuos; mientras que ninguna de las cepas de M. 
anisopliae alcanzó este percentil, por lo que esta especie se descartó en los ensayos de virulencia.  
El método de selección de los microhongos más promisorias difirió del método que se utilizó en este 
trabajo, dado que las cepas prometedoras fueron elegidas, partiendo de aquellos aislamientos que 
alcanzaron más de 90% de mortalidad sobre las obreras de A. cephalotes, y cuyo número de hongos 
fue 6 (Sección 4.3, Figura 17), con respecto a las únicas 2 cepas elegidas por Merino et al. (2007); 
cuyos autores asumen que las diferencias en el grado de patogenicidad de un stock de hongos son 
atribuidas a las variaciones genéticas dadas por la especificidad del agente biocida hacia un 
determinado orden de insecto y el origen geográfico de la cepa (Rodríguez et al., 2006). 
Parte de los razonamientos que explican las diferencias en la patogenicidad de los 6 aislamientos 
que alcanzaron más de 90% de mortandad (LD10314, 27A, 29AI, 29AL, 30N y 30U) sobre las 
zompopas obreras en comparación con los restantes 24 códigos de hongos (Sección 4.3, Figura 18); 
cuyas mortalidades fueron variables y presentaron intervalos de mortalidad más amplios derivan de 
la baja especificidad y agresividad de las conidias implicadas en el proceso de infección de estos 30 
biotipos de hongos ensayados a nivel de exoesqueleto. La microarquitectura de la cutícula, además 
de estar compuesta por quitina, células epidérmicas y otras secreciones proteicas (Headrick, 2009); 
la superficie cuticular incluye lípidos, toxinas antifúngicas, hidrocarburos, péptidos antimicrobianos 
(AMPs), inhibidores de proteasas y de quitinasas, y compuestos fenólicos. Los mismos previenen el 
ataque de esporas infectivas y la penetración de esporas de HEP a través de procesos conocidos 
como la melanización y el endurecimiento del tegumento (De Crecy, 2012). 
89 
 
La melanización de los tejidos es una de las respuestas innatas de los insectos, que se gesta una vez 
que el individuo adquiere una herida/laceración e involucra la inclusión de melanina, ácidos grasos 
e hidrocarburos en los tejidos. Por tanto, la respuesta inmune producida permite proteger los 
tejidos internos del insecto contra HEP externos porque 1) se inhibe la germinación de las conidias 
y las enzimas proteolíticas del hongos; 2) se promueve el endurecimiento del exoesqueleto del 
hospedero, que ayuda al insecto soportar condiciones de desecación; 3) se incrementa la tolerancia 
del insecto a la penetración mecánica de hifas y a la acción de enzimas fúngicas que digieren las 
capas cuticulares, por lo que el microorganismo limita el consumo energético de los nutrientes del 
insecto (Wilson y Cotter, 2013); y 4) la producción de melanina citotóxica inducida por la activación 
de la fenoloxidasa en su forma proactiva de fenolidasa, junto con suproductos intermediarios (ej: 
quinonas), contribuyen a controlar u ocasionar la inhibición de estos HEP (Gillespie et al., 1997) 
A pesar de que la naturaleza hidrofóbica de los lípidos epicutículares es un sustrato apropiado para 
la adhesión de las esporas en la superficie del hospedero, se ha hipotetizado que las adaptaciones 
de los insectos para modificar el contenido de lípidos en la capa cerosa del exoesqueleto también 
podrían inhibir el proceso de adhesión de un propágulo de esporas y por ende, incidir de manera 
negativa en el proceso de patogénesis (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013). Otro componente de 
importancia del tegumento en insectos sociales son los hidrocarburos cuticulares (CHC, del inglés 
cuticular hydrocarbons); los cuales son grupos de alquenos y dimetil-alcanos que cumplen funciones 
como mantener la flexibilidad de los individuos, ser barreras para tolerar la desecación (Tsutsui, 
2015), estimular señales bioquímicas para reconocer la casta y prevenir infecciones microbianas a 
través del aseo higiénico, en especial la cabeza y el abdomen (Sumana y Starks, 2004). 
Un efecto que incidió en las diferencias de toxicidad exhibidas por las 30 cepas de hongos ensayadas 
a través de bioensayos  miniaturizados en tubos tipo eppendorf corresponde a la presencia de 
quinonas, pigmentos difenoles, residuos de N-acetil-β-D-glucosamina (quitina), N-β-alanildopamina 
y la actividad de la polifenol oxidasa (sintetiza quinonas) (Wilson-Rich et al., 2009); los cuales 
promueven el oscurecimiento y la escletorización de los tejidos cuticulares (Evans, 1988; 
Merzendorfer y Zimoch, 2003). La composición de la cutícula esclerotizada suele ser variable en los 
diversos órdenes de insectos, particularmente en insectos sociales como las zompopas; que al estar 
divididos en subcastas, presentan variaciones estructurales a nivel del tegumento (Jurenka, 2008). 
Otro mecanismo que también pudo influir sobre los microhongos probados fue la inmunidad celular 
conducida por los AMPs que se activan en la hemolinfa – que aplicaría para aquellas conidias que 
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germinaron y superaron la cutícula – y son sintetizados por células de grasa, aunque también se 
producen en menor medida por los hemocitos; por lo que actúan a través de la ruptura de la 
membrana celular y/o la detención de la síntesis de ADN (Parisien et al., 2008). En insectos sociales 
predominan los hemocitos de los tipos prohemocitos, granulocitos y plasmocitos (de Souza, 2008); 
que actúan mediante mecanismos de inmunidad celular para curar y coagular heridas, así como 
para partipar en procesos de nodulación (agregados de plasmocitos) y encapsulamiento (ocurre 
diferenciación de células aplanadas llamadas lamelocitos) (Wilson-Rich et al., 2009); sin embargo, 
para conocer a detalle estos mecanismo sería apropiado hacer pruebas a nivel del hemocele. 
Por ejemplo, la actividad de los AMPs probada por de Souza (2008), luego de inyectar el hemocele 
de adultos de la hormiga carpintera (Camponotus fellah, Hymenoptera) (n = 10, r = 3) con 0,5 µL de 
peptidoglucanos aislados de Saccharomyces cerevisae y disueltos en solución Ringer al 0,5 mg mL-1 
ó únicamente solución Ringer para insectos (control negativo); reportó una fuerte respuesta anti-
bacteriana elicitada por los AMPs de los insectos afectados por S. cerevisiae en el día 4 del ensayo; 
y a pesar de que no se distinguieron diferencias significativas con el control negatigo (p > 0,05), éste 
no reportó la presencia de péptidos bactericidas a niveles detectables, los cuales sí fueron 
reconocidos sobre las unidades experimentales sometidas al efecto de S. cerevisiae. Este 
investigador supone que una de las razones por las cuales no hubo diferencias entre ambos 
tratamientos es porque los AMPs son un mecanismo eficiente, pero inespecífico de respuesta de 
defensa inmune, por lo que la respuesta de estos péptidos no suele ser fácilmente reconocible. 
Con base en estos planteamientos que afectan la patogenicidad, es probable que las esporas de 
hongos 30U, 27A (x ̄= 100% c/u), LD10314 (x ̄= 97%), 29AL, 30N (x ̄= 93%) y 29AI (x ̄= 90%) hayan sido 
diferencialmente más patogénicas y lograron un mayor impacto en superar de exitosamente la 
primera barrera física cuticular y entrar al hemocele de las obreras de A. cephalotes; con respecto 
de los restantes 26 hongos probados (Sección 4.3, Figura 19). Otras cepas que presentaron cierto 
efecto de biocontrol significativo (p < 0,05) sobre las zompopas con más de 70% de mortandad 
fueron 28AQ (x ̄= 87%), 29AC (x ̄= 77%), 29P, 28I, 28AM (x ̄= 73% c/u), 29N, 29BB y 29AB (x ̄= 70%); 
pero es posible que las interacciones espora-cutícula no fueron tan estables y no tuvieron tanta 
afinidad hacia la cutícula para superar las capas epidérmicas y alcanzar la hemolinfa (Jurenka, 2008); 
en relación con los seis HEP promisorios seleccionados. 
El análisis morfotípico de los 6 biotipos de hongos con los códigos LD10314, 27A, 29AI, 29AL, 30N y 
30U permitió definir posibles cepas de Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces y Aspergillus (Sección 
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4.5, Figura 20). Tres de los cuatro géneros de ascomicetes identificados morfológicamente se ubican 
dentro de la clase Hyphomycetes, mientras que Aspergillus (29AI y 30N) es el único género variable 
que pertenece a la clase Coelomycetes (Srivastava et al., 2009). El hecho de que los 6 posibles 
entomopatógenos reconocidos se ubiquen dentro del Phylum Ascomycota es relevante porque los 
ascomicetes son el grupo taxonómico más grande (300 000 hongos) que presenta una ecología más 
diversa que el Phylum Entomophtoromycota, debido a que se los primeros pueden aislar de 
materiales en descomposición, suelo, endófitos de plantas y animales; por lo que hay una gran 
probabilidad de que la mayor parte de los 30 hongos filamentosos ensayados en esta investigación 
correspondan al grupo de microhongos ascomicetes (Araújo y Hughes, 2014). 
Parte de los géneros reconocidos en esta investigación (formalmente Metarhzium y Beauveria) se 
han probado en formulación como insecticidas comerciales debido a: 1) alta letalidad comprobada, 
2) especificidad de las conidias infectivas estables que actúan por contacto sobre el insecto-blanco 
y 3) baja o carente peligrosidad hacia insectos no-blanco de otros órdenes y mamíferos dentro de 
un agroecosistema (De Crecy, 2012). Cabe señalar que estas especies de HEP han sido confirmadas 
como agentes de biocontrol de hormigas podadoras, aspecto que representa un 33,33% de las 12 
especies genéricas más reconocidas como hongos que regulan el 80% de poblaciones de insectos 
agronómicos; las cuales también incluyen a los hongos Aschersonia, Entomophtora, Zoophtora, 
Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Lecanicillium, Rhizopus, Cordyceps, Culicinomyces, Nomurea, 
Gliocardium y Pochonia (Motta-Delgado y Murcia-Ordoñez, 2011).  
En la búsqueda de literatura relacionada con el aislamiento de hongos de colonias de zompopas, 
himenópteros u otros grupos de insectos sociales; Rodrigues et al. (2010) reportaron el crecimiento 
saprófito de los ascomicetes Aspergillus candidus (1 aislamiento, prevalencia de 0,7%), A. flavus (42, 
30,7%), A. ochraceus (1, 0,7%), A. versicolor (1, 0,7%), Metarhizium anisopliae (3, 2,1%) y 
Paecilomyces lilacinus (4, 3%)26; a partir de una muestra de 100 cadáveres de obreras de la hormiga 
loca (Paratrechina longicornis Latreille, Hymenoptera, Formicidae) recolectadas de dos colonias y 
mantenidas en cámaras húmedas. Estos autores proponen que el perfil fúngico de las diversas 
especies de hongos identificados sugiere que estas cepas son componentes transitorios del 
                                                          
26 Además, Rodrigues et al. (2010) reconocieron otros hongos como Acremonium spp. (1 aislamiento), 
Cladosporium spp. (25), Geotrichum spp. (3), Monilia spp. (4) y Penicillium spp. (32) de 117 aislamientos. 
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microbioma de obreras, y lo notable de este reporte es que se asocia con la mayoría de posibles 
patógenos reconocidos taxonómicamente en la presente investigación. 
Asimismo, Pereira (2014) estableció una colección de HEP de forrajeras de A. sexdens y A. laevigata 
asociadas al jardín fúngico, suelo circundante al nido y cámaras de basura; donde asumieron que 
estos agentes microbianos perjudiciales de zompopas se alojaron en estos sustratos, dado que en 
los mismos suele acumularse una gran cantidad de nutrientes y materia orgánica en descomposición 
(Lacerda, 2008). Mediante análisis morfológicos, Pereira (2014) detectó que en A. sexdens había 
presencia de Metarhizium spp. (15), Aspergillus flavus (3), Acremonium spp. (2), Aspergillus spp. (2), 
Colletotrichium spp. (1) del total de 23 cadáveres con crecimiento saprófito; mientras que en A. 
laevigata detectó Mucor spp. (8), Aspergillus flavus (1), Fusarium solani (3) y Aspergillus niger (8) de 
los 20 individuos que presentaron un crecimiento saprófito luego de un proceso de desinfección; 
donde prevaleció la presencia de Metarhizium spp. en A. sexdens y Aspergillus niger y Mucor spp. 
en las operarias infectadas de A. laevigata. La presencia de Metarhizium y Aspergillus en colonias 
de zompopas está acorde con el trabajo presentado, por lo que se podría presumir en el género Atta 
estos microhongos parásitos son concurrentes en los nidos de hormigas parasol. 
El primer estudio que reporta la incidencia de Aspergillus spp. (33,33% de los 6 HEP seleccionados) 
es el de Ribeiro et al. (2012), quienes determinaron una alta proporción de especies de Aspergillus 
spp. (especialmente A. ochraceus) de 100 obreras de A. bisphaerica evaluadas en 3 colonias (44 
brotes); de las cuales se reportó por primera vez actividad entomopatógena de esta especie en un 
14,67% de los individuos evaluados, seguido de una proporción más baja de otros HEP como B. 
bassiana (0,33%) y A. niger (0,33%). Por ello, dicho estudio sugirió que a pesar de que estas hormigas 
fueron sometidas a condiciones de estrés como el aislamiento social, A. ochraceus ocasionó una 
mortalidad considerable y un tiempo de muerte medio significativamente bajo (prueba Log-Rank: 
χ2 = 42,27, P < 0,001), particularmente con la dosis de 1×106 conidias µL-1 (LT50 = 4 días). La dosis 
probada de A. ochraceus es más elevada que la empleada en ensayos de patogenicidad establecidos 
en este trabajo (1×104 conidias µL-1), sin embargo se complementa porque es el primer reporte de 
Aspergillus spp. como hongo entomopatógeno, que concuerda con dos aislamientos (29AI y 30N). 
Por otra parte, la ocurrencia de Paecilomyces spp. en zompopas (29AL, representa un 16,67% de los 
posibles HEP elegidos); fue reconocida por Rodrigues et al. (2010) Miranda-Duarte (2010) y Torres-
Barragán et al. (2004), quienes observaron el crecimiento saprófito de este microhongo en el 
interior de reinas recién fertilizadas de Atta capiguara y A. laevigata y en obreras de Solenopsis spp. 
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(Hymenoptera: Formicidae). En las 3 investigaciones encontraron una incidencia de estos HEP del 
10% sobre las hembras A. laevigata (3 aislamientos, 25% del total de 12 microhongos aislados) y A. 
capiguara (1, 25% de 4 HEP obtenidos), y 30% de P. marquandii sobre las obreras de Solenopsis spp 
(1 aislamiento, 20% de los 5 HEP aislados), cuyos aislamientos se identificaron por morfología 
mediante una clave taxonómica y/o por métodos moleculares a través de la secuenciación del ADNr 
18S. Es importante apuntar que la transmisión directa de ascomicetes y entomoptorales durante la 
cópula en insectos sociales se ha probado experimentalmente, y se ha propuesto la inoculación de 
dosis específicas de estos HEP y la posterior liberación de machos infectados previo al vuelo nupcial 
como un método de biocontrol de poblaciones de zompopas (Toledo et al., 2007). 
Al analizar los porcentajes de virulencia exhibidos por las 6 cepas de microhongos prometedores, 
curiosamente los hongos que compartieron características morfológicas con Beauveria  presentaron 
mortalidades promedio acumuladas similares (27A: x ̄= 70% y LD10314: x ̄ = 73,6%), cuyo patrón 
también fue semejante con el control positivo y la posible cepa de Metarhizium; (DSMZ: x ̄= 84,8% 
y 30U: x ̄= 80,6%); las posibles cepas de Aspergillus (29AI: x ̄= 44% y 30N: x ̄= 33,4%); y la posible 
cepa de Paecilmyces, que alcanzó una mortalidad intermedia entre los posibles Metarhizium y 
Beauveria (29AL: x ̄= 78%) (Sección 4.6, Figura 22). Los principales argumentos que explican la razón 
por la que tanto la cepa de referencia de M. anisopliae como la posible cepa aislada de Metarhizium 
spp. (30U) fueron más virulentas que las restantes 5 cepas promisorias (Figura 23); se gestan por el 
arsenal de enzimas entomotóxicas que participan en la degradación de componentes proteináceos, 
lipídos y quitina presentes en la cutícula, los cuales están asociados a la superficie de las conidias de 
M. anisopliae. Otro aspecto que complementa la presencia de estos factores de virulencia es 
explicado por Santi et al. (2010), que detectaron un complejo de multiproteasas de M. anisopliae 
implicadas en las etapas iniciales de infección y degradación de proteínas cuticulares, que incluyeron 
serín-proteasas, carboxi-peptidasas y metalo-proteasas; y junto con la quitinasa contribuyeron al 
crecimiento micótico dentro del insecto bajo la rápida solubilización de quitina y melanina.  
Estos autores también mencionan que otros factores de virulencia que posee M. anisopliae para 
atacar son: 1) enzimas lipolíticas, que actúan en la adhesión/penetración de las conidias a la cutícula 
del hospedero porque incrementan las interacciones hidrofóbicas sobre la capa cerosa de la cutícula 
bajo la liberación ácido grasos; 2) fosofolipasa C, que hidroliza los fosfolípidos de la membrana 
celular e induce la disrupción física de los componentes que conforman esta estructura; 3) la 
catalasa y peroxidasa, que protegen a las esporas del ambiente y mejoran la tolerancia de las 
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conidias a la actividad las especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) 
que se forman por efecto de la luz ultravioleta y el calor; y 4) la serín-proteasa PR1A, que se encarga 
de degradar las proteínas cuticulares y del hemocele, y media la penetración (Harrison y Bonning, 
2010). Otro componente que influye en la patogénesis de M. anisopliae es la presencia de una 
mezcla de destruxinas, depsipéptidos cíclicos que consisten en 5 residuos de aminoácidos y un ácido 
α-hidrocarboxílico; los cuales depolarizan la membrana celular debido a la abertura de los canales 
iónicos de calcio, ocasionando parálisis tetánica en el insecto-blanco (Spiteller, 2015). 
Por su parte, las posibles cepas de Beauveria (27A y LD10314) alcanzaron mortalidades crecientes 
sobre las obreras de A. cephalotes (Figura 25); que podría deberse por ciertos genes asociados a la 
virulencia con los que cuenta B. bassiana, como explican Xiao et al. (2012). Este grupo de 
investigación realizó un análisis genómico de este microhongo, y averiguaron que el mismo posee 
genes que codifican para 1) un citocromo P450, que promueve la degradación de ácidos grasos 
cuticulares y 2) una β-1,3-glucanosiltransferasa, que mantiene la integridad celular; y genes 
ortólogos de M. anisopliae que codifican para 3) una proteína tipo perilipina, que controla el 
almacenamiento de lípidos y la pentración del apresorio; 4) un osmosensor que media la adaptación 
del insecto al hemocele; 5) adhesinas MAD1 y MAD2 para la adhesión de la espora en la superficie 
cuticular; y 6) hidrofobinas que regulan la hidrofobicidad de la superficie celular de la cutícula 
externa y su potencial virulencia sobre el insecto a atacar, que en este caso son las zompopas. 
Asimismo, Harrison y Bonning (2010) comentan que B. bassiana cuenta serín-proteasas CDEP1, que 
degradan las proteínas cuticulares, pero parecen ser menos efectivas que las de M. anisopliae. 
Sin embargo, los investigadores también reconocieron que B. bassiana carece de genes homólogos 
de M. anisopliae como el gen que codifica para una proteína del tipo colágeno, cuya proteína que 
evadir el sistema inmune del hospedero y el gen dtsS1 que está implicado en la biosíntesis de las 
destruxinas insecticidas; aunque sí produce otros depsipéptidos cíclicos como la beauverólida Ba, 
beauvericina y bassianólida (Spiteller 2015), los cuales se cree que tienen mecanismos de acción 
similares a la destruxina; pero es posible que su actividad varíe de acuerdo con el orden de insecto-
blanco. Con estos argumentos, se podrían explicar los motivos por los que 27A y LD10314 fueron 
menos bioactivas que el código 30U para controlar a las obreras de Atta cephalotes. 
Los hongos taxonómicamente asociados con el género Aspergillus (29AI y 30N) exhibieron niveles 
de mortalidad bastante bajos (x ̅= 44% y 33,4%, respectivamente) (Figura 25), lo cual tendría sentido 
porque se ha verificado que Aspergillus es un parásito oportunista de suelo que actúa cuando 
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decaen las defensas inmunlógicas de los insectos (Lange, 2014; Pagnocca et al., 2012) y se ha 
extraído del suelo asociado a las cámaras donde se aloja el jardín fúngico, tal como en este estudio, 
donde los hongo 29AI y 30N fueron recuperados de obreras muertas o vivas localizadas en los 
basureros. Además, Rodrigues et al. (2014) reportan que en la micobiota del suelo asociado con la 
honguera de A. sexdens rubropilosa se identificó la presencia de A. niger y A. japonicus; las cuales 
pueden producir el efecto “crías de piedra” en colonia, que implica la momificación de las larvas 
cuando no reciben un cuidado eusocial apropiado por parte de las obreras (Lacerda, 2009). 
Considerando que las obreras del género Atta coexisten con este patógeno oportunista, dada la 
estrecha relación a nivel de microbiota del suelo que poseen con Aspergillus, se ha estudiado que 
los mecanismos de defensa innatos por secreción de sustancias antibióticas producidas en el 
compartamiento infrabucal de las zompopas son efectivos para bloquear la incidencia y reducir en 
al menos un 50% el efecto patogénico ocasionado por este entomopatógeno (Tranter et al., 2013). 
Por consiguiente, es probable que las obreras sometidas a los análisis de virulencia con 29AI y 30N 
pudieron resistir el crecimiento de las conidias, detoxificaron las posibles aflatoxinas producidas por 
estos hongos (las cuales son secretadas a pH ácido, Frey-Klett et al., 2011), y lograron detectar 
oportunamente y regular el efecto de patogenicidad de los posibles Aspergillus. 
Para englobar toda la información discutiva y darle mayor validez a las hipótesis acerca de la 
efectividad virulenta entre los biotipo de hongos probados, Yek (2014) realizaron pruebas de 
sensibilidad para enfrentar 10 µL de las secreciones producidas por las glándulas metapleurales de 
las obreras de Acromyrmex octospinosus de Gamboa, Panamá; con diferentes entomopatógenos 
aislados de estas colonias y presentaron más de 90% de germinación de esporas, que incluyeron B. 
bassiana, M. brunneum, A. niger y Gliocladium virens a una dosis única de 1×102 conidias µL-1. Este 
grupo de investigadores determinaron que la eficiencia de las secreciones antibióticas de estas 
glándulas en cuanto a la inhibición del halo de crecimiento de los hongos fue variable y repercutió 
significativamente en mayor medida sobre A. niger y G. virens que sobre M. brunneum y en especial 
sobre B. bassiana, que presentó un halo más grande y produjo mayor tolerancia a la inhibición. Por 
lo tanto, en dicho trabajo también demuestra que Aspergillus corresponde a un saprófito del jardín 
fúngico, que es medianamente patogénico y altamente sensible a la plasticidad de las secreciones 
antifúngicas de las obreras, lo que resultó en un efecto contraproducente para la germinación de 
esporas (29AI y 30N) en relación con los posibles Metarhzium (30U) y Beauveria (LD10314 y 27A). 
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El conocimiento acerca de la procedencia de un HEP es de gran relevancia porque Kolczarek (2015) 
demostró que al aislar hongos de muestras del suelo de las praderas de fincas cultivadas con raigrás 
(Lolium perenne L., Gramineae) ubicadas en las provincias de Podlaskie y Lublin, Polonia; identificó 
la presencia de B. bassiana, M. anisopliae e Isaria fumorosea con crecimientos de 1,5×103 UFC g-1 
de suelo, aunque la densidad promedio de las colonias en ambos sitios de colecta tuvo varaciones 
de acuerdo con la época del año (otoño o verano) y el tipo de suelo del que se obtuvieron los hongos. 
En Podlaskie se obtuvo una mayor número de propágulos de M. anisopliae (1,5×103 UFC g-1); 
mientras que Lublin se recuperó más B. bassiana (1,9×103 UFC g-1) y I. fumorosea (1,8×103 UFC g-1).  
También comentan que I. fumorosea sólo se logró aislar en Lublin durante otoño, posiblemente 
porque luego de que concluyen las lluvias, en los suelos de esta provincia había más partículas de 
suelo ricas en arcilla y materia orgánica para absorber esporas con carga eléctrica opuesta, lo que 
facilitó el crecimiento saprófito de los HEP. Cabe señalar que una de las cepas más bioactivas contra 
zompopas en este trabajo fue el posible ascomicete Metarhizium spp. (código 30U), que se aisló del 
suelo asociado a una colonia de A. colombica, mientras que las restantes 5 cepas se recuperaron de 
individuos vivos y muertos; por lo que cabe la posibilidad que el aislamiento 30U extraído del suelo 
haya venido cargado con materia orgánica, lo que facilitó la recuperación en laboratorio de este 
potencial entomopatógeno que circulaba cerca del jardín fúngico de las obreras de A. colombica. 
Uno de los estudios que más se asocia con las extracciones de microhongos potenciales recuperados 
de las colonias de A. colombica es el de Hughes et al. (2004), quienes llevaron a cabo un muestreo 
e identificación molecular de la micoflora asociada a colonias de A. colombica en Gamboa, Panamá, 
y detectaron la presencia de Metarhizium anisopliae var. anisopliae (1 aislamiento de cámaras de 
desecho y 3 de obreras vivas en los basureros), Beauveria bassiana (1 de suelo de la colonia) y 
Aspergillus flavus (1 de cámaras de desecho). Si la procedencia de los mejores hongos filamentosos 
recuperados de las colonias de A. colombica del Parque Nacional Carara que presentaron una alta 
patogenicidad y virulencia sobre las obreras de A. cephalotes se compara con el origen los hongos 
aislados por Hughes et al. (2004); habría concordancia únicamente con los dos posibles agentes 
infecciosos de Aspergillus (29AI y 30N), los cuales fueron rescatados de obreras vivas y cadáveres 
situados en cámaras de desecho, mientras que contrastan con el origen de las cepas de Beauveria 
(LD10314 y 27A: cadáveres del basurero) y Metarhizium (30U: suelo asociado a la colonia)  
Tales discrepancias de origen se gestarían a razón de la dificultad de hallar HEP verdaderos con una 
frecuencia de entomotoxicidad sobre obreras de insectos sociales como las zompopas, dado que las 
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partículas potencialmente nocivas para las hormigas como las esporas de HEP suelen permanecer 
de manera transitoria sobre el tegumento de alguna de las forrajeras o en los alrededores del jardín 
fúngico hasta ser detectadas por aquellos miembros más expuestos a patógenos, en cuyo caso algún 
miembro procede a ser remover y/o desinfectar las conidias mediante los mecanismos de respuesta 
mecánica o bioquímica bajo secreciones de antibióticos (Stroeymeyt et al., 2014; Singh-Sandhu et 
al., 2012). Esta respuesta fue demostrada por Römer y Roces (2013), quienes diseñaron una torre 
experimental para enfrentar un fragmento de jardín fúngico (con obreras de A. laevigata) con suelo 
asociado a las cámaras de desecho, y determinaron que mediante señales químicas olfativas las 
obreras detectaron estas partículas potencialmente dañinas para ellas y su nido y las dispusieron en 
un sitio específico para acumular desechos, cuya respuesta fue virtualmente nula comparada con el 
control negativo al que no se le añadió suelo del basurero (p < 0,05). 
Estudios comparativos de virulencia sobre himenópteros para estimar las dosis (LD50) y tiempos 
subletales (LT50) de HEP (Shapiro-Ilan, 2005) han sido reportado por varios autores; como Sileshi et 
al. (2012), que calcularon LD50 de 2 cepas de M. anisopliae y B. bassiana al someter obreras de 
termitas (Macrotermes spp., Isoptera) (n = 20, r = 3, 15 días de bioensayo) de la localidad del Sureste 
de Addis Adaba, Etiopía a dosis decimales crecientes (1×102 – 1×106 conidias µL-1). Ellos estimaron 
que las cepas de M. anisopliae fueron más virulentas, inclusive a la dosis más baja de 1×102 conidias 
µL-1 (LD50 = 3,82 – 3,21 conidias µL-1; LT50 = 8,54 – 8,19 días – p > 0,05)  con respecto de B. bassiana 
a la misma dosis (LD50 = 5,08 – 4,40 conidias µL-1; LT50 = 8,80 – 8,59 días – p > 0,05).   
Asimismo, reportaron que la tasa de muerte fue menor entre los días 1 y 2 durante evaluación, y en 
día 7 del bioensayo todas las concentraciones probadas alcanzaron un 100% de mortalidad sobre 
las obreras usadas como unidad experimental. Este trabajo sugiere que las cepas de M. anisopliae 
fueron más virulentas que las de B. bassiana, tal como se determinó en la presente investigación; 
ya que se estimó que la posible cepa de Metarhizium spp. (30U) y DSMZ fueron más bioactivas con 
respecto de los HEP de Beauveria spp. (27A y LD10314). Empero, los valores de LC50 calculados por 
Shileshi et al. (2012) fueron menores a los reportados en esta investigación; tanto para la posible 
cepa de Metarhizium spp. (LD50 30U: 4,281×101 ± 2,411 conidas µL-1), la cepa de referencia (LD50 
DSMZ: 2,293×101 ± 2,130 conidas µL-1) y las cepas de Beauveria spp. (LD50 27A: 2,828×102 ± 2,552 
conidas µL-1, LD50 LD10314: 1,745×102 ± 2,397 conidas µL-1). Si fuese así, habría cierta congruencia 
porque los valores de LT50 de Shileshi et al. (2012) a la dosis más baja de 1×102 conidias µL-1 (LT50 B. 
bassiana: 8,50-8,80 días, LT50 M. anisopliae: 8,19-8,54 días) fueron más altos que los obtenidos en 
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este proyecto a la dosis de 1×102 conidias µL-1 (LT50 de B. bassiana – 27A y LD10314: 5,27-5,30 días, 
LT50 de M. anisopliae – 30U y DSMZ: 5,14-5,77 días) (Sección 4.6.1, Cuadro 7). 
Johny et al. (2012) determinaron las LD50 (2,0 × 101 – 104 conidias µL-1) y  el tiempo de supervivencia 
medio (a 2,0 × 103 condias µL-1) de 8 cepas potenciales de Beauveria spp. aislados de larvas, huevos 
y adultos muertos infectados del barrenador esmeralda del fresno (Agrilus planipennis, Coleptera) 
para combatir adultos de esta plaga (n = 15, r = 3, 14 días); y hallaron que aunque todas las cepas 
evaluadas en bioensayos de patogenicidad causaron 90% de mortalidad, en la prueba de virulencia 
obtuvieron dosis (LD50: 4,58 ± 0,24 – 5,87 ± 0,32 conidias mL-1) y tiempos subletales (LT50: 6,16 ± 0,42 
días – 9,09 ± 0,60 días) variables de los aislamientos identificados como B. bassiana. Este aspecto 
agrega un punto importante al proyecto ejecutado porque la virulencia de las dos posibles cepas de 
B. bassiana presentaron ligeras diferencias en cuanto a los valores reportados de dosis subletales 
(LD50 27A: 2,828×102 ± 2,552 conidias mL-1, LD50 LD10314: 1,745×102 ± 2,397 conidias mL-1). 
Igualmente, Mena-Córdoba (2010) aisló HEP de cadáveres de obreras de A. cephalotes y A. 
colombica de las regiones de Chocó y Lloró en Colombia, y mediante bioensayos evaluó la virulencia 
sobre obreras de A. colombica (n = 20, r = 3, 10 días) a partir de inoculaciones de dosis variables de 
1-1×104 esporas µL-1. El científico encontró que sólo 2 aislamientos de Metarhizium anisopliae 
desplegaron un parasitismo que no difirió estadísticamente de una cepa de M. anisopliae empleada 
como control positivo (p > 0,05). Estos dos aislamientos presentaron valores de LD50 de 1,12×106 y 
1,16×106 conidias mL-1, los cuales vendrían a ser valores considerablemente más elevados respecto 
de las dosis subletales reportadas para la única posible cepa de Metarhizium (LD50 30U: 4,281×101 
± 2,411 conidas µL-1); cuyas diferencias de virulencia podrían ser consecuencia de que los hognos de 
Mena-Córdoba (2010) fueron extraídos de cadáveres o muestras de los basureros, mientras que el 
aislamiento 30U que se aisló en esta investigación fue obtenido del suelo asociado a la colonia. 
Los tiempos de muerte estudiados por Loureiro y Monteiro (2005) sobre obreras máximas de A. 
sexdens sexdens (n = 8, r = 3, 15 días) con dosis de 1, 1×101, 1×102 y 1×103 esporas µL-1 de cepas de 
hongos Paecilomyces farinosus, M. anisopliae y B. bassiana e incubadas; comprobaron que las dosis 
aplicadas tuvieron una relación directa dosis-tiempo de muerte (p < 0,01 en cada tratamiento), lo 
cual también es válido en esta disertación porque la mortalidad de las obreras de A. cephalotes 
aumentó cuantiosamente conforme se incrementó la dosis de hongo aplicada.  
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Asimismo, los intervalos de tiempo subletal reportados por este investigador están acorde con el 
orden de virulencia propuesto para las 4 mejores cepas de posibles HEP del proyecto desarrollado, 
considerando que M. anisopliae (LT50: 5,41-2,60 y 5,22-2,75 días) fue la cepa que presentó el tiempo 
letal más bajo, seguidos de B. bassiana (LT50: 6,02-2,77 y 3,80-2,69 días) y P. farinosus (sólo las dosis 
más altas de 1×105 y 1×106 conidias mL-1 se ajustaron a la regresión de Probit, LT50: 2,98 y 3,14 días). 
Además, estos intervalos de tiempo letal fueron similares a los reportados para las posibles cepas 
de Metarhizium spp. (LT50 30U = 4,94-5,54 días) y Beauveria spp. (LT50 27A = 4,87-5,37 días, LT50 
LD10314 = 5,10-5,65 días); pero se desvían y son menores al valor de LT50 conseguido para la posible 
cepa de Paecilomyces spp. (LT50 29AL = 5,34-5,67 días). 
Caldwell (2015) evaluó la capacidad infectiva de dosis de 2×103 ó 2×104 esporas µg-1 de B. bassiana 
sobre obreras de hormigas de fuego (Solenopsis invicta, Hymenoptera) (n = 50, r = 3, 6 días) 
mediante bioensayos de patogenicidad en la localidad de Matto-Grosso, Brasil; y halló que la 
velocidad de muerte y los porcentajes de mortalidad incrementaron proporcionalmente con base 
en el tiempo en que las obreras estuvieron en contacto con los propágulos de B. bassiana (día 1 = 
0,0%, día 6 = 84,7% - p < 0,05), lo cual se asocia con los argumentos señalados anteriormente. Este 
autor reportó un tiempo letal promedio de las conidias de B. bassiana de 3,88 días, cuyo valor sería 
mayor al reportado con los hongos 27A (LT50 x:̄ 5,12 días) y LD10314 (LT50 x:̄ 5,37 días).  
Otro trabajo que reporta los tiempos subletales de B. bassiana al someter obreras de Atta mexicana 
(n = 7, r = 4, 8 días) del estado de Nuevo León, México, a dosis de 1×104 esporas µL-1 de cepas de 
este hongo aislados de colonias de este himenóptero es el de Sánchez-Peña et al. (2005). Estos 
investigadores comentan que obtuvieron un tiempo de muerte media de 5,43 días y una mortalidad 
asociada significativamente elevada (p = 0,0153, esporulación superior al 50%). Este valor es muy 
similar al obtenido con LD10314 y 27A (posibles Beauveria) al evaluar ambos hongos a la dosis más 
alta (1×103 esporas µL-1), donde se calcularon valores de LT50 de 5,10 y 5,36 días, respectivamente. 
Con respecto de los valores de LT50 de Aspergillus, el trabajo preparado por Giraldo (2014) al evaluar 
la patogenicidad de aislamientos nativos de Cali, Colombia sobre obreras A. cephalotes (n = 15, r = 
7, 10 días) a dosis de 1×104 esporas µL-1; demostró que hubo cepas de hongos A. ochraceus y A. 
flavus que alcanzaron mortalidades de 85,84% y 100% (p < 0,05), respectivamente (con niveles de 
colonización superiores a 70%) junto con tiempos subletales asociados de 5,5 (A. ochraceus) y 2,1 
(A. flavus) días, de acuerdo con la dosis de hongos. El tiempo de letalidad reportado para la cepa de 
A. ochraceus se asemeja a los mencionados en la presente investigación para las posibles cepas de 
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Aspergillus (LT50 30N: 4,94 días; LT50 29AI: 5,10 días) que se probaron a 1×103 esporas µL-1; por lo 
que de ser el caso, esta sería la especie de Aspergillus a la que se podrían asociar las cepas evaluadas. 
Paralelamente, los valores de LT50 reportados por Pereira (2014) después de inocular una 
suspensión de esporas de 1×104 esporas µL-1 de los hongos Aspergillus flavus, A. niger y Metarhizium 
spp. sobre obreras de A. laevigata o A. sexdens (n = 20, r = 3, 10 días) demostraron que A. niger (LT50 
= 6 días) fue el agente de biocontrol más efectivo contra las obreras de A. laevigata, seguidos de A. 
flavus (LT50 = 7 días) y Metarhizium spp. (LT50 = 8 días). Algunos de los resultados presentados por 
este autor difieren de los obtenidos en este trabajo a la dosis más elevada que se probó (1×104 
esporas µL-1), ya que los valores de LT50 fueron menores para la posible cepa autóctona de 
Metarhizium spp. (LT50 30U = 5 días), pero sí coinciden con las posibles cepas de Aspergillus spp. 
(LT50 29AI = 6 días, LT50 30N = 6 días) (Sección 4.6.2, Cuadro 8, Figura 24), y las pequeñas diferencias 
exhibidas a nivel de tiempo subletal se podrían deber al azar por efectos a nivel de especie de Atta. 
Según explican Iwanga y Lee (2005) y Sánchez-Peña (2005), los mecanismos de respuesta inmune 
propios de cada obrera empleados para detectar cuerpos extraños (metabolitos de hongos, petido-
glucanos o polisacáridos de pared) son parte de los componentes que pueden regular la actividad 
bioinsecticida de un entomopatógeno, tanto de manera humoral (mediados por la biosíntesis de 
moléculas en la hemolinfa: péptidos antimicrobianos, encapsulamiento, melanina) como celular 
(formación de nódulos multicelulares y encapsulamiento mediante células granulares, plasmocitos 
y fagocitosis en el caso de hemocitos individuales); aunque algunos proyectos han demostrado que 
las defensas de las zompopas no siempre suelen ser eficientes para detener el crecimiento fúngico. 
Por lo tanto, las variaciones en relación con los valores de LD50 o LT50 reportados por los estudios 
referidos anteriormente para las cepas promisorias de microhongos en comparación con los datos 
calculados en este trabajo, ocurrieron por factores como: 1) el tiempo de ocurrencia de procesos 
antisépticos propios de las obreras sometidas a los bioensayos es inconstante entre especies de 
himenópteros sociales (ej: el caso de las termitas vs. zompopas) (Sileshi et al., 2012); 2) la virulencia 
entre hongos morfológicamente similares a una especie de HEP presenta variabilidad genética, por 
lo que es común que haya genotipos que produzcan esporas con una capacidad infectiva superior 
(ej: al comparar las dos cepas de Beauveria o las dos de Aspergillus) (Johny et al., 2012); 3) la 
capacidad inherente de insectos sociales para remover las esporas dañinas dispuestas en el tórax 
de obreras y su habilidad de secretar sustancias antifúngicas son elementos que limitan el grado de 
infección al comparar dos o más géneros de HEP (ej: la comparación entre la habilidad de producción 
101 
 
de sustancias antimicrobianas entre Solenopsis y Atta) (Caldwell, 2015); y 4) los métodos para 
cultivar y suscitar su esporulación un parásito fúngico varían según los requerimientos nutricionales 
de la especie de hongo y el microambiente (temperatura, pH, condiciones luz/oscuridad y humedad) 
proporcionados para el crecimiento del HEP in vitro (Gao et al., 2009). Estos cuatro componentes, 
aunado a factores de la prueba de virulencia (edad fisiológica de los insectos, tarea que realiza según 
la subcasta, método de aplicación de la suspensión de conidias y especie de microhongo) pudieron 
repercutir en el error estándar de los bioensayos establecidos (Shileshi et al., 2012). 
Araújo y Hughes (2014) comentan que para que un hongo potencialmente entomopatógeno 
produzca una invasión exitosa sobre su hospedero susceptible, el mismo debe alcanzar 1) un bajo 
lapso de tiempo de muerte del insecto por micosis y 2) un elevado grado de producción de conidias 
infectivas. Empero, Novak y Cremer (2015) mencionan que estos aspectos se ven restringidos de 
acuerdo con dos métodos empleados por los miembros de una colonia de insectos que conviven en 
sociedad para limitar el riesgo a una infección de esporas: 1) el efecto dilución: se genera por la 
redistribución y disminución paulatina de las partículas infecciosas a través del contacto social de 
las forrajeras (en ausencia de inmunidad social); y 2) remoción mecánico y/o desinfección química: 
que se produce con ayuda de las defensas activas del hospedero (bajo efecto inmune). 
Como las hormigas parasol del género Atta carecen de antibióticos secretados por actinobacterias 
como Pseudonocardia spp. como las del género Acromyrmex, las obreras deben explotar sus dos 
tipos de defensas físico-químicas para protegerse a sí mismas y a su jardín fúngico: 1) la inmunidad 
social innata y 2) las secreciones glandulares antimicrobianas (Yek, 2012). En este estudio en 
particular, sólo se podría considerar el segundo punto, dado que las hormigas podadoras sometidas 
a bioensayos con esporas fueron aisladas de su colonia, por lo que la supervivencia de las mismas 
dependió meramente de la efectividad de las sustancias antisépticas estimuladas por las glándulas 
metapleurales (GMP) (Herrera y Valenciaga, 2011); estructuras internas que poseen los miembros 
de la tribu Attini para el control higiénico de obreras mediante procesos de auto-acicalamiento (del 
inglés self-grooming) y la limpieza de áreas contaminadas en el jardín fúngico (De Souza, 2008). 
Según do Nascimento et al. (1996), los principales componentes químicos de las secreciones de las 
GMP en obreras de Atta son los ácidos cítrico, fenilacético, indolacético, hexanóico, octanóco, 4-
metil-3-heptanol, 2-heptanona, 3-octanona, 4-metil-2-heptanona, β-citronelol y geraniol. Un primer 
acercamiento para comprender el rol funcional del componente principal de las GMP que 
corresponde al ácido fenilacético (AFA) es el proyecto que desarrollaron Fernández-Marín et al. 
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(2015), quienes evaluaron el efecto del AFA en obreras de Atta cephalotes27 sobre la germinación 
de los hongos generalistas M. brunneum, B. bassiana o Escovopsis spp.; después de colocar 1 g con 
una concentración de 2,5×10-1 conidias secas sobre los jardines fúngicos, donde habían individuos 
de todas las castas (mínimas, intermedias y máximas). Los autores calcularon una proporción más 
constante del AFA en obreras mínimas (78-81%) que en máximas (54-88%), sin diferencias 
detectables entre las colonias probadas (Z = 1,55 – p = 0,122), mas sí entre las castas (F3,88 = 42,2 – 
p < 0,001); y estimaron que las obreras mínimas lograron inhibir de mejor forma la germinación de 
los HEP (M. brunneum: >30%, Escovopsis spp.: >60%) y parecen ser más tolerantes a estos patógenos 
respecto de las intermedias y máximas (M. brunneum: <20%, Escovopsis spp.: 50-60%). 
También determinaron que en los pellets infrabucales, la máxima producción de AFA que pudo 
alcanzar una sola zompopa para evitar el crecimiento de HEP fue de 0,5 µg, y la densidad fue variable 
según la colonia y el tipo de entomopatógeno (F6,24 = 4,15 – p < 0,005). Adicionalmente, con pruebas 
de sensibilidad verificaron que la inhibición en placa de M. brunneum y B. bassiana hacia el AFA no 
se alcanzó con la dosis más elevada evaluada de 800 µg mL-1 para M. brunneum (cuya concentración 
apenas inhibió cerca del 15% del halo) y fue cercana a 85% a esta misma dosis en B. bassiana. Este 
aspecto tendría que ser confirmarse, ya que de ser cierto, se podría asumir que las conidias de los 
hongos LD10314 y 27A (posibles Beauveria spp.) podrían ser menos eficientes y mejor reguladas por 
las obreras de A. cephalotes respecto del hongo 30U (si resulta ser una verdadera cepa de 
Metarhizium spp.), cuyo aspecto también tendría que ser verificado al probar estos hongos en 
colonia cuando los individuos se encuentren bajo inmunidad social, dado que la producción de AFA 
de una zompopa mantenida en aislamientos social no sería suficiente para controlar una dosis 
elevada de conidias, y posiblemente perecería por causa del crecimiento micótico de los HEP. 
El papel de las GMP sobre la función metabólica de las zompopas parece ser preponderante y la 
ausencia parcial o total de estas glándulas conduce a secuelas negativas no sólo sobre la viabiliad 
de los individuos, sino también sobre la capacidad higiénica y regulación de antibióticos secretados 
para superar los efectos de hongos entomopatógenos. Esta teoría fue analizada en el proyecto de 
Poulsen et al. (2002), quienes evaluaron la incidencia de bloquear las secreciones producidas por 
las GMP sobre el índice de respiración, la mortalidad natural y la mortandad ejercida por Aspergillus 
                                                          
27 El ácido fenilacético (AFA) es el componente principal de las secreciones de las glándulas metapleurales 
porque suele encontrarse en una proporción porcentual que varía entre 80% y 57,3% en la mezcla total de los 
componentes ácidos de las secreciones de las glándulas metapleurales (do Nascimento et al., 1996). 
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nonius sobre hormigas máximas de de Acromyrmex ocostopinosus (n = 30, r = 3), mantenidas en 
colonia. Estos autores comentan que el cierre de las GMP ocasionó una reducción progresiva (13,0-
20,3%) del índice de respiración hasta el día 15 en que se estableció el bioensayo (p < 0,05), y generó 
un alto promedio de mortalidad (x ̄< 1-6 cadáveres, día 5) al rociar dosis de 5×104 – 1×105 esporas 
mL-1, con respecto del control negativo (x ̄< 1, día 5) (interacción GMP*M. ansipliae – p < 0,0009). 
Este estudio se complementa con los hallazgos de Hughes et al. (2008) y Poulsen et al. (2006), 
quienes destacan que el polimorfismo de las obreras ha hecho que la especialización de las GMP de 
las diferentes castas varíe en proporción a su tamaño y a las tareas que desempeñan en la colonia; 
por lo que debería ser común hallar que una obreras soldado sea menos eficiente con sus filtros 
infrabucales en labores de grooming y control de un patógeno como Aspergillus nomius (x ̄= 100% 
mortanda) en comparación con las obreras mínimas (x ̄ 62,5%); que se encargan meramente de 
atender crías, cuidar a la reina y terminar de procesar el material vegetal fresco recién introducido 
al jardín fúngico; por lo que es razonable pensar que el orden de vulnerabilidad de las castas de 
obreras hacia un parásito en particular sería descendentemente el siguiente: máximas (+)  
intermedias (±)  mínimas (–), donde las obreras mínimas tienen una tendencia a ser más 
resistentes y a bocontrolar efectivamente los parásitos externos. 
El comportamiento antiséptico del self-grooming producido por himenópteros sociales se expresa 
cuando los insectos se acicalan con ayuda de sus membranas bucales o se frotan en su colonia; para 
realizar funciones multipropósito, esencialmente: 1) limpieza de partículas potencialmente dañinas 
de sus órganos sensoriales (Römer y Roces, 2013), 2) frotamiento de lípidos cuticulares secretados 
(Lenoir et al., 2001) y 3) remoción de entomopatógenos a través de una respuesta conductual al 
estrés (Walker y Hughes, 2009). Se ha hipotetizado que la respuesta fundamental del grooming en 
obreras de insectos sociales como las zompopas y abejas proviene de la percepción diferencial de 
estos microparásitos a través de una serie de señales, que como destacan Zhukovskaya et al. (2014) 
pueden ser 1) quimiorreceptores a través de olores o 2) mecánicas por detección de las conidias. 
El estudio desarrollado por Reber et al. (2011) confirma el efecto de el auto-grooming en hormigas 
Formica selysi (Hymenoptera: Formicidae) (H4,90 = 11,9; P = 0,02) cuando grupos de 11 adultos 
fueron expuestos a dosis incrementales de esporas de Metarhizium anispliae (10, 1000 y 1 × 105 
esporas µL-1); permitió detectar que la cantidad de auto-grooming fue 75% mayor en presencia de 
altas dosis del hongos respecto de un testigo con Tween (U = 95,5, n1 = n2 = 19, P = 0,01) que alcanzó 
cerca de un 30%; y un testigo con agua destilada (U = 275, n1 = n2 = 19, P = 0,005) o una dosis media 
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de esporas de hongos (U = 251, n1 = n2 = 19, P = 0,01), cuya ocurrencia de self-grooming fue de 15%. 
Siendo así, esto verificaría la alta variabilidad, no sólo respecto de dosis subletales obtenidas para 
cada uno de los 6 códigos de hongos promisorios (Cuadro 7), sino también a nivel del porcentaje de 
mortalidad acumulado alcanzada al probar la virulencia de cada una de estas cepas (Figura 25). 
Una variable de gran importancia que se ha vinculado con el self-grooming es el proceso de 
antenación, donde se ha comprobado que las antenas de insectos sociales son de utilidad para 
agudizar la detección química de olores producidos por HEP, y se ha formulado la posibilidad de que 
la acumulación de hidrocarburos cuticulares (HCC) en la superficie antenal y en la región de la 
sensilla olfativa es un signo de protección contra patógenos externos, y por lo tanto, las antenas 
podrían actuar como lentes olfativos para enfocarse en el reconocimiento específico de ciertos 
contaminantes químicos extrínsecos (Böröczky et al., 2014).  
Este argumento fue comprobado por Yanagawa et al. (2009) cuando evaluaron la antenación 
mediante pruebas de preferencia alimenticia sobre las termitas obreras de Coptotermes formosaus 
Shiraki (Isoptera: Rhinotermitidae) sometidas a dosis variables de 1-1×104 esporas µL-1 de los HEP 
Beaveria brongniartti, Paecilomyces fumosoroseus ó Metarhizium anisopliae, mediante 
electroantenografía. Estos autores reportaron que las obreras consumieron en mayor medida la 
solución que incorporó P. fumosoroseus (66,9%) en relación con las dosis que incluyeron los hongos 
M. anisopliae (13,9%) ó B. brongniartti (47,3%) (p = 0,0001); por lo que asumieron que las obreras 
podrían discriminar entre un patógeno medianamente activo (29AL) para atacar termitas en 
relación con microhongos generalistas altamente patogénicos como M. anisopliae (30U) y B. 
brongniartti (27A y LD10314); que pudieron ser reconocidos mediante estímulos olfativos según el 
tipo y la dosis de conidias; cuyo planteamiento tiene congruencia con los resultados de este trabajo. 
Considerando todos los mecanismos postulados anteriormente que poseen las hormigas parasol 
para evadir el efecto de HEP, se ha propuesto los métodos de limpieza desarrollados por las 
zompopas que se complementan con: 1) las defensas estructurales del insecto que incluyen la 
barrera cuticular; 2) las defensas bioquímicas por la secreción de antibióticos mediante las GMP con 
las que cuentan las obreras, que son clave para evitar que un enfermedad alcance niveles 
insostenibles; 3) el monitoreo continuo del jardín para tener control de la aparición de un brote de 
entomopatógenos o patógenos antagonistas; 4) el comportamiento claustral que han llegado a 
desarrollar las zompopas para secuestrar su cultivar sano de L. gongylophorus en cámaras sub-
terráneas y reducir al mínimo el influjo de patógenos; y 5) la amplia diversidad de microorganismos 
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o microbioma que habita en la colonia de hormigas podadoras, la cual compite y puede llegar 
suprimir totalmente la actividad biocida de un agente bioinfeccioso (Mueller et al., 2010). 
La creciente presión de la sociedad para que se comercialicen productos más saludables, así como 
la concientización del sector agropecuario para dar a conocer las adversidades acerca del abuso de 
agroquímicos junto con la inclusión de estrategias de control biológico y la implementación de 
legislaciones cada vez más rigurosas y restrictivas acerca del uso de productos tóxicos han hecho un 
notable direccionamiento mundial hacia la búsqueda de estrategias biológicas como la aplicación 
de organismos entomopatógenos para combatir plagas específicas (de Faria y Magalhães, 2009) 
Es por ello que las bacterias entomopatógenas como B. thurinigiensis y los hongos 
entomopatógenos han emergido como alternativas eficientes, agro-ecológicas y económicas para 
resolver el daño que ocasionan insectos sociales como las hormigas cortadoras de hojas (de 
Castilhos-Fortes et al., 2009; Giraldo, 2014) sobre los cultivos. De acuerdo con la patente de Folgarait 
et al. (2014), las principales bacterias que se han estudiado para combatir hormigas acarreadoras 
de hojas y que se podrían considerar microorganismos promisorios para formulación de un 
preparado microbiano incluyen a B. thuringiensis, Serratia marescens y Wolbachia; mientras que los 
géneros de hongos que se podrían incluir en formulación son Purpureocillum (formalmente 
Paecilomyces), Beauveria, Metarhizium, Acromonium, Aspergillus, Entomophtora, Zoophtora, 
Pandora, Entomophaga y Fusarium; los cuales podrían sumarse al efecto antagonista producido por 
los hongos parásitos Escovopsis y Trichoderma sobre el jardín fúngico de L. gongylophorus.  
Aspectos que pueden limitar la bioformulación de un preparado que contenga una preparación 
microbiana es la estabilidad y persistencia de los microorganismos en campo debido a los efectos 
contraproducentes de la luz UV que merman su actividad biocida, el lavado de estas toxinas por las 
precipitaciones y la degradación ambiental paulatina de las esporas o el complejo espora-cristal si 
el dicho formulado se llega a aplicar como un cebo en el suelo (Nester et al., 2002). Por otra parte, 
en Estados Unidos y otros países, la aplicación de bioproductos que contengan microorganismos 
suele pasar por tediosos procesos de una aprobación gubernametal y registro del producto para 
entrar al mercado, por lo que se deben conocer las especificaciones de bioseguridad en cuanto a las 
propiedades alergénicas e infecciosas del patógeno a liberar, lo cual implica ciertas restricciones que 
podrían limitar el tiempo para que el bioproducto pueda competir en el mercado (Hoddle, 2009). 
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Por ello, estas evidencias hacen crítica la formulación de bioproductos con dosis elevadas y 
uniformes que prevengan reaplicaciones frecuentes cada 2-4 días, sumado al hecho de que la 
apropiada preparación de un cebo podría ampliar su vida útil. Pese a ello, las ventajas que podrían 
resultar de utilizar toxinas de Bt y hongos entomopatógenos para combatir plagas incluyen 1) la 
capacidad de estos microorganismos para ser crecidos fácilmente mediante fermentación en 
espacios de trabajo in vitro reducidos; 2) se pueden realizar bioensayos de supervivencia 
extensivamente bajo condiciones controladas in vitro con los agentes de biocontrol bajo métodos 
rigurosos y consistentes; 3) el establecimiento de preparaciones microbianas puede incrementar su 
eficacia si se utilizan estrategias de rotación de bioproductos; y 4) se ha evaluado que existe una 
combatibilidad entre los entomopatógenos con algunos plaguicidas sintéticos, que se podrían 
aplicar en campo de forma simultánea o en rotación, lo que podría intensificar el nivel de control de 
la enfermedad microbiana (Punja, 1997; Suckling et al., 2014). 
Durante décadas, los proyectos biotecnológicos han hecho incanzables esfuerzos para mejorar la 
estabilidad y la virulencia de las toxinas producidas por B. thuringiensis, ya que esta bacteria se 
puede incorporar en programas de manejo integrado de plagas por su baja peligrosidad hacia 
poblaciones de depredadores y parásitos en relación con los insecticidas químicos de amplio 
espectro, y al hecho de que las toxinas generan una respuesta funcional al controlar una plaga y una 
respuesta numérica porque las toxinas se reproducen según el flujo generacional de la plaga; de ahí 
que los bio-productos formulados de Bt cuentan con ventas anuales que ascienden los US$75 
millones en el mercado global de pesticidas biológicos (Talukdar, 2013). 
Por otra parte, debido a los obstáculos que enfrentan algunos hongos entomopatógenos para ser 
considerados en procesos de formulación de bioproductos (producción limitada de micotoxinas, 
micotoxicosis carcinogénica sobre organismos no-blanco y baja efectividad de las conidias en campo 
por condiciones ambientales desfavorables) y al hecho en que no se ha incursionado en el desarrollo 
de bioproductos fúngicos contra insectos del orden Hymenoptera a nivel mundial (2,9%), se han 
propuesto enfoques sinergistas para combinar hongos con bajas dosis de estresores químicos 
(carbamatos, organofosforados, piretroides, nicotinoides) como ingredientes activos conjuntos, lo 
que podría proporcionar un método de biocontrol seguro y eficiente para extender el espectro 
insecticida del bioproducto para atacar a la plaga desde diversos flancos de acción e idealmente 
reducir el tiempo de acción del hongo para generar su efecto entomotóxico (Srivastava et al., 2009). 
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CONCLUSIONES 
 A partir de los resultados generados por los ensayos de ingestión a través de dieta 
artificial con las 15 cepas de B. thuringiensis, se seleccionaron los aislamientos Bt28, 
Bt29 y Bt44 como potenciales agentes de biocontrol de hormigas cortadoras de hojas. 
 A través de los bioensayos de patogenicidad, de un grupo de 30 microhongos evaluados, 
los códigos 30U, LD10314, 27A, 29AL, 29AI y 39N fueron seleccionados como posibles 
entomopatógenos para combatir zompopas obreras de Atta cephalotes. 
 El análisis morfológico realizado a las cepas de microhongos que alcanzaron mayores 
porcentajes de mortandad acumulada sobre las obreras forrajeras de A. cephalotes 
sugiere que los mismos se ubican taxonómicamente dentro de los géneros Metarhizium 
(30U), Beauveria (27A y LD10314), Paecilomyces (29AL) y Aspergillus (29AI y 30N). 
 Las estimaciones de las concentraciones/dosis (LC50/LD50) y tiempos subletales (LT50) 
permitieron determinar que la cepa de B. thuringiensis y microhongo que parecen ser 
las mejores cepas bioactivas para combatir una colonia de zompopas corresponden a 
las cepas Bt28 y 30U respectivamente; ya que fueron estimadores significativos y 
permitieron obtener concentraciones/dosis letales acordes con lo que sugieren otros 
autores, por lo que éstas cepas se podrían potenciar eventualmente mediante pruebas 
de actividad sinérgica esporas-toxinas a corto plazo. 
RECOMENDACIONES 
A pesar de que en los bioensayos de patogenicidad y virulencia se reconocieron 6 microhongos y 3 
cepas de B. thuringiensis que pueden llegar a ser potenciales parásitos de obreras de A. cephalotes, 
los mismos se deberían reprobar y afinar nuevamente en bioensayos que incluyan un intervalo de 
dosis menor, tomando como criterio los resultados biológicos las dosis y tiempos subletales 
derivados de los análisis Probit y Kaplan-Meier de este trabajo (Novak y Cremer, 2014); y de esa 
manera conocer el verdadero grado de biocontrol que cada uno de los microorganismos aislados 
puede lograr para hacer sucumbir gradualmente a las obreras de A. cephalotes (Shah et al., 2007). 
Esta propuesta de verificación se gesta porque la caracterización y hallazgo de microparásitos 
especializados (tanto Bt como HEP) de hormigas parasol es una tarea complicada porque además 
de que el número de publicaciones asociadas a parásitos fúngicos verdaderos que ataquen las 
hormigas podadoras del género Atta es limitado (Pereira, 2014), la prevalencia de los mismos en el 
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nido es difícil si se toma en cuenta que las obreras enfermas o moribundas son removidas del nido 
con anticipación o ellas abandonan el nido para morir en soledad (Lachaud et al., 2012). 
Un aspecto que no se evaluó en las pruebas de virulencia corresponde a la inmunización a través 
del acicalamiento higiénico social (allo-grooming), en el que participan los miembros de la colonia 
para coletar el debris producido en el jardín fúngico y lo acumulan en forma de pellets de desecho 
en las glándulas metapleurales para ser removido de manera conjunta de las secreciones exocrinas 
(Fernández-Marín et al., 2006). Este concepto ha sido evaluado por diversos autores (Fernández-
Marín et al., 2009; Konrad et al., 2012; Loreto et al., 2014; Reber et al., 2011) para conocer la 
habilidad de insectos sociales (A. cephalotes, hormiga negra del jardín Lasius neglectus, hormiga 
carpintera de Camponotus rufipes, hormiga negra del Caribe Formica selysi, A. laevigata) en la 
remoción de esporas hacia cámaras de desecho dispuestas para tal fin. 
Por consiguiente, se podría probar la incidencia de las 6 mejores cepas de microhongos (30U, 29AL, 
27A, LD10314, 29AI y 30N) y las 3 cepas más prometedoras de B. thuringiensis (Bt28, Bt29 y Bt44), 
incursionando en bioensayos finos a nivel de colonia, para estudiar la efectividad de la inmunidad 
social operacional, a exponer las obreras a dosis específicas de conidias infectivas. Esto sería 
importante porque aunque diversos estudios sugieren que no existen diferencias significativas entre 
la actividad de forrajeeo de colonias de zompopas; proyectos como el de Goffré y Folgarait (2015) 
sí defienden la posibilidad de que hayan diferencias estadísticas (p < 0,05) entre las colonias, cuando 
se enfrentan hongos entomopatógenos como Purpurecillum lilacilum con obreras de Ac. lundi, lo 
cual sería otra variable a contemplar en futuros bioensayos de patogenicidad o virulencia. 
De la misma manera habría que probar si los miembros de una colonia de A. cephalotes pueden 
pasar por alto la presencia de algunos patógenos, ya que se ha propuesto que las conidias pueden 
ser invisibles o no son reconocidas cuando se encuentran infectando tejidos internos de una 
compañera del nido; ya que de lo contrario, si detectan que un individuo exhibe síntomas de 
infección por un HEP, se elicitan efectores de inmunización bajo señales químicas olfativas para el 
reconocimiento de estos componentes dañinos y se induce dos táticas para neutralizar la 
transmisión vertical de un brote: 1) el individuo infectado experimenta exclusión social y se aísla del 
resto de compañeras en las cámaras de desecho para no infectar al resto de miembros o 2) se elicita 
el allo-grooming para a) destruir las esporas inoculadas en la cutícula de la hormiga con los 
antimicrobianos secretados por las GMP, b) desinfectar y comprimir las conidias infectivas mediante 
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las secreciones en el compartimiento infrabucal, c) transferir sustancias antimicóticas mediante la 
transferencia de gotas trofilácticas entre dos obreras para inhibirlas (Bolougne, 2014). 
A pesar de que se han hecho algunas pruebas preliminares con Miguel Pacheco con una solución 
hipoclorito de sodio al 10% (v/v) sometido a calor previamente, sería conveniente probar y 
estandarizar un protocolo de desinfección para limpiar la superficie del cadáver de las obreras y 
confirmar la muerte de la obrera por efecto de micosis post-mortem. Un protocolo de desinfección 
que se podría adaptar es el propuesto por Pereira (2014), quien sumergió a los cadáveres de obreras 
forrajeras (Atta sexdens y A. laevigata) en una solución que contenía etanol al 70% (v/v), hipoclorito 
de sodio al 4% (v/v) y agua destilada estéril (ADE) durante 10 s en la solución; y se secaron 
posteriormente en un trozo de papel filtro bajo el flujo de aire de la cámara de flujo laminar, se 
almacenaron en tubos eppendorf y se taparon con unaa mota de algodón humedecida con ADE para 
mantenerlas en incubación a 28°C ± 1°C hasta que se observara la extrusión del hongo. 
También se podría trabajar con el protocolo de desinfección establecido por De Souza-Cardoso 
(2010) para limpiar la superficie del tórax de obreras muertas de A. sexdens rubropilisa después de 
morir al ser sometidas a bioensayo contacto-dependiente. Este investigador confirmó la muerte de 
las zompopas, luego de desinfectar a los indivuos en etanol de 70° (v/v) por 30 s, someterlos a un 
enjuague en ADE y secar a los cadáveres en papel filtro esterilizado preliminarmente. Finalmente, 
las zompopas fueron colocadas en placas Petri y se incubaron en cámara húmeda a 25±1 °C (80±1% 
humedad relativa) bajo oscuridad por 10 días para comprobar el porcentaje de micosis. 
Para analizar la susceptibilidad de enfermedades bioinfecciosas ocasionadas por aislamientos de los 
posibles HEP seleccionados sobre obreras forrajeras de A. cephalotes detectados de manera 
preliminar por Miguel Pacheo Leiva y el autor de este trabajo, en los últimos meses se establecieron 
bioensayos contacto-dependientes utilizando microinóculos de conidias (1 µL) para conocer la 
interacción mortalidad de obreras – grado de infección del microhongo (Goetel, 1997). No obstante, 
dichos bioensayos se han diseñado en diferentes sistemas a mediana escala en placas Petri o 
miniaturizado en tubos tipo eppendorf; basados en protocolos propuestos por diferentes autores 
(de Souza et al., 2013; Dielh y Junqueira, 2001; Giraldo, 2014; Lemus et al., 2008; Mena-Córdoba, 
2010; Poulsen et al., 2002; Ribeiro et al., 2012; Santos et al., 2007) con algunas modificaciones.  
Por ello, para conocer cuál sería el método más apropiado de bioensayo, se recomienda 
estandarizar ambos bioensayos y determinar cuál método podría ser de mejor utilidad para el grupo 
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de biocontrol de zompopas, con base en los siguientes aspectos: 1) reproducibilidad entre ambas 
metodologías respecto de los valores de patogenicidad y porcentajes de mortandad reportados para 
algunos códigos de hongos previamente ensayados; 2) baja mortalidad natural del control negativo 
y mortalidad superior a 90% para el control positivo DSMZ que ambos autores probaron (Heong et 
al., 2013), 3) registro de resultados fácilmente observables; 4) corto tiempo de duración relativo 
para montar un mayor número de réplicas, 5) obtención de una respuesta lineal dosis-respuesta 
estandarizable a partir de los resultados (Isman, 2011) y 6) limitaciones a nivel de costos económicos 
que implica establecer el protocolo en Placa Petri vs. Tubo tipo eppendorf.  
Para estandarizar ambos métodos se propone establecer dos bioensayos paralelos, con la idea de 
que la única fuente de variabilidad sea el contendor empleado; haciendo comparaciones mediante 
prueba t y ANOVA de una vía entre ambos métodos de infección contacto-dependiente de las dosis 
de esporas; partiendo de un diseño experimental similar que seleccione el mismo número de 
unidades experimentales (n = 10) y réplicas (r = 3); así como la utilización de una misma colonia para 
establecer ambos tipos de bioensayos para darle mayor validez estadística a los resultados (revisar 
resultados preliminares derivados de esta recomendación en el Anexo 5). 
Además, se propone seleccionar una única dosis de HEP, que sería de 750 esporas µL-1, tomando en 
cuenta que 1) es una de las dosis restrictivas más baja reportada en un artículo (Poulsen et al., 2002) 
para evaluar la patogenicidad de Aspergillus nomius contra zompopas de Ac. echinatior, 2) es una 
dosis intermedia que se asocia con las dosis subletales seleccionadas en este trabajo y 3) es una 
dosis similar a las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI, 5,0×102 esporas µL-1 y 6,5×102 esporas 
µL-1) reportadas por Onofre et al. (2011) al evaluar la CMI de dos cepas nativas de M. anisopliae var. 
anisopliae para evaluar el efecto de fungicidas comeciales (Sphere®, Nativo® y Bendazol®) a dosis 
variables desde 22 µg µL-1 hasta 1000 µg µL-1 en Brasil, los cuales afectan la actividad bioplaguicida 
de los HEP prometedores elegidos y serían otra variable a considerar en campo. 
Por otra parte, después de haber hecho la identificación taxonómica preliminar de los aislamientos 
más prometedores recuperados de las colonias de Atta colombica, restaría hacer su respectiva 
identificación molecular mediante PCR y generación de árboles filogéneticos (Evans et al., 2010). 
Para hacer un procedimiento de extracción de ADN de micelio y PCR que permita ahorrar tiempo, 
Bernal Matarrita Carranza empleó el método propuesto por Zhang et al. (2010) mediante la 
extracción de un fragmento de la colonia del hongo con un removedor de dientes estéril que se 
somete a una solución de lisis (denominada breaking buffer, EasySelect™ Pichia Expression Kit – 
111 
 
Invitrogen®, USA), se incuba a 85 °C y se almacena posteriormente a -20 °C. Seguidamente, se realiza 
la amplificación mediante PCR de las regiones ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS2 (5’-
GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’) del ADNnr y se visualizan los productos de PCR mediante la corrida 
electroforética en geles de agarosa preparados con buffer TAE a 1-2% (m/v). 
Se ha propuesto que la actividad de una plaga de insectos puede ser suprimida de acuerdo con la 
diversidad de comunidades microbianas con las cuales convive, ya que se encuentra más propensa 
a ser infectada por un potencial patógeno porque continuamente se incorpora material vegetal 
fresco en el jardín fúngico, el cual puede acarrear parásitos molestos para el mismo (Jabbour et al., 
2011). Es por ello que ahora que se conoce la bioactividad real de las cepas más promisorias de B. 
thuringiensis y los posibles hongos entomopatógenos contra las obreras de A. cephalotes, este 
trabajo tendría un insumo considerable en biocontrol si se hicieran pruebas de coexistencia para 
comprobar experimentalmente si existe un efecto sinérgico al mezclar dos o más grupos potenciales 
de los agentes bioinfecciosos elegidos o incluso si se podrían combinar con insecticidas químicos 
como imidaclopride, el cuyal que se ha evaluado en dosis sucesivas de B. bassiana para combatir  
Acromyrmex subterraneus y el efecto sinérgico permitió producir una mayor mortalidad en obreras 
(Galvanho Da Costa, 2009). Estas pruebas se realizarían con el fin de estimar si se puede potenciar 
la mortalidad reportada para las toxinas de Bt y mejorar el efecto de los HEP (Giraldo, 2014).  
Bajo este panorama, se hace la salvedad de que hasta la fecha, no se encontraron publicaciones en 
las que se haya probado el efecto sinérgico entre alguna cepa de hongos entomopatógenos 
conocidos + B. thuringiensis para controlar hormigas cortadoras de hojas u otro himenóptero en 
particular; por lo que quedaría de tarea incursionar en este aspecto, probablemente porque aún 
quedan vacíos en el entendimiento del mecanismo de acción de Bt y debido a que esta bacteria sólo 
ha sido potenciada cuando ha interactuado con inhibidores de proteasas (IP) vegetales, enzimas 
capaces de promover la oligomerización y mediante la mezcla con otras proteínas Cry (Then, 2010). 
Sin embargo, la sinergia entre hongos entomopatógenos u otros químicos sí ha sido presentada. Por 
ejemplo, Salinas y Arias-Ruiz-Díaz (2010) evaluaron la actividad tóxica de dos productos a base de 
M. anisopliae (Metanat PM) y B. bassiana (Bovenat PM) individualmente o de combinados sobre 
nidos de Acromyrmex landolti franticornis (n = 3, r = 2; 15, 22, 30 y 60 días después de aplicación, 
DDA) en la localidad de San Lorenzo, Paraguay, utilizando dosis de 3×106, 6×106 y 1,2×107 esporas 
mL-1; y comprobaron que el incremento sucesivo de la dosis bajo los diferentes tratamientos y los 
DDA mejoró considerablemente la eficiencia del producto; particularmente desde el día 8 DDA, que 
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presentó una lectura final de 80% de eficiencia del producto Metanat PM + Bovenat PM sobre los 
hormigueros y 70% de eficiencia de los productos individualmente al día 60 DDA. Además, no 
detectaron diferencias significativas (α = 0,10) entre los tratamientos, a pesar de que los resultados 
de la prueba de χ2 (90% de confianza) sugieren que el producto a base de M. anisopliae fue 
ligeramente más efectivo (51,4% al día 60 DDA) respecto de B. bassiana (50,1% al día 60 DDA). 
Por otra parte, a pesar de que los gráficos de interacciones múltiples y dispersión (Figuras 23 y 25) 
denotan que el efecto de las cepas de Aspergillus (29AI: 67%, 30N: 57% a 1000 esporas µL-1) descritas 
por taxonomía no fueron tan promisorias como los otros cuatro códigos de hongos que alcanzaron 
mayores índices de mortandad (30U, LD10314 y 29AL: 97%, 27A: 90% a 1000 esporas µL-1) sobre los 
individuos de A. cephalotes; no se deberían descartar porque se han comprobado que el efecto 
combinatorio de dosis específicas de dos o más aislamientos de agentes bioinfecciosos obligados 
como B. bassiana o M. anisopliae con patógenos oportunistas del jardín fúngico podrían impulsar 
una sinergia significativa (p < 0,05) del efecto bioinfeccioso de las esporas de Aspergillus.  
Esta predicción es apoyada por Hughes y Boomsma (2004), quienes demostraron que la dinámica 
de una infección cruzada entre un HEP con mayor capacidad infectiva sobre zompopas como M. 
anisopliae dominó a A. flavus al evaluar su efecto de micosis individual (35%) o combinado (70%) 
con obreras de Acromyrmex echinatior. Este grupo de científicos menciona que la competencia 
inducida entre ambos hongos estimuló una superinfección que incrementó la esporulación y la 
producción de toxinas inmunodepresoras por parte de A. flavus sobre un mayor número de obreras; 
por lo que hipotetizaron que las toxinas secretadas por las hifas de M. anisopliae degradaron el 
sistema inmune del hospedero y causaron la inmunosupresión del insecto; proceso que conllevó a 
una ineficiencia de la respuesta inmune innata de Ac. echinatior y por tanto, condujo al un éxito en 
la dispersión de conidias de A. flavus y le permitió ser un competidor virulento para M. anisopliae, 
que actúó en menor tiempo con respecto a A. flavus cuando se evaluó individualmente. 
Sería importante que los bioensayos finos se puedan complementar con estudios que apliquen 
microscopía electrónica de barrido (SEM, del inglés scaning electron microscopy) para verificar el 
crecimiento fúngico y la penetración de las hifas de sobre las capas cuticulares de los cadáveres de 
A. cephalotes (Gabarty et al., 2014), así como el progreso de la infección per os (Gökçe y Er, 2005); 
y mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM, del inglés transmission electron 
microscopy) para comprobar los efectos internos de los mejores HEP y los impactos negativos 
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producidos en las células epiteliales columnares asociadas a las vesículas de membrana de borde en 
cepillo (BBMV) del mesenteron con las cepas de Bt a nivel digestivo (del Rincón et al., 2006).  
De esta forma, se podrían utilizar parte de los métodos desarrollados por Silva-Zacarin et al. (2011) 
para disectar obreras A. sexdens rubropilosa sometidas a concentraciones de hidrametilnona y ácido 
bórico, para fijar [fijación: paraformaldehído al 4% en buffer fosfato de sodio (0,1 mol L-1, pH = 7.4), 
post-fijación: tetraóxido de osmio al 1% + buffer fosfato de sodio], lavar [buffer cacodilato de sodio 
(0,1 mol L-1, pH = 7.2)] y deshidratar (acetona a diferentes concentraciones + citrato de plomo al 
0,4%) las diferentes muestras de órganos (túbulos de Malpighi, mesenteron y glándulas post-
faríngeas) y disponerlas en un resina epóxica (Araldit®) para hacer observaciones ultraestructurales 
a través de un TEM y comparar los resultados presentados por estos autores. 
La identificación de microorganismos entomopatógenos (MEP) para el biocontrol de una plaga 
agrícola como son las hormigas podadoras se pone en perspectiva como una oportunidad para 
formular a futuro cebos humedecidos con atrayentes extractos de cítricos (usualmente citropulpa 
de naranja), avena o salvado de trigo (Ospina-Penagos et al., 2011); que incluyan las cepas nativas 
de B. thuringiensis (Bt28, Bt29 y Bt44) y los códigos de posibles HEP (30U, 29AL, LD10314, 27A, 29AI 
y 30N) que fueron bioactivos contra zompopas para incorporarlos como ingredientes activos.  
No obstante, se debe recalcar que para formular un bioinseciticida antimicrobiano para controlar 
una plaga como las hormigas parasol es necesario conocer 1) el comportamiento de las obreras 
forrajeras en campo en el momento de acarrerar material vegetal; 2) la presencia de fungicidas en 
el sitio de aplicación que puedan limitar el efecto epizoótico de los HEP; 3) el ambiente de 
almacenamiento; 4) los tipos de materiales inertes a incorporar en el producto final (vehículo 
acarreador, solventes, emulsificantes y aditivos); y 5) la temperatura y humedad (Alean-Carreño, 
2003; Fernández y Juncosa, 2002); los cuales están implicados en la estabilidad, peristencia y 
viabilidad del bioproducto en campo que no debería ser menor de 95% (Cortez-Madrigal, 2006). 
Por ello; será necesario evaluar cebos con las cepas más promisorias en campo a mediano plazo 
para desarrollar la forma más eficiente de aplicación del bioproducto de acuerdo con el 
comportamiento y horario de forrajeo del insecto; ya que el tipo de aplicación va a repercutir en el 
grado de mortalidad del insecto a controlar, particularmente en sistemas de producción que tengan 
una certificación de sistemas de producción orgánica y aquellos en los que sea necesario cumplir 
con requisitos específicos de sanidad que exige el mercado internacional (Díaz-Ordaz et al., 2010).  
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Por lo pronto, la mayor parte de cebos diseñados para combatir zompopas se han preparado como 
granulados gelatinosos o pellets secos, cuyos acarreadores (2,5-5,0 mm) suelen incorporar el 
ingrediente activo correspondiente al agente biocida (que en la actualidad sólo se han preparado 
con HEP a dosis desde 103-1010 conidias g-1), junto con un atrayente como los extractos de aceites 
vegetales (especialmente uva, naranja o mandarina) o fragancias artificiales (Folgarait et al., 2014).  
Considerando estos factores, a pesar de que no se han hecho estudios para la formulación de cebos 
que contengan las toxinas de B. thuringiensis para combatir zompopas, se han generado 
investigaciones con cebos que contengan conidias de HEP que podrían sumar una contribución a los 
posibles HEP detectados en este trabajo a largo plazo. Uno de estos estudios es el Herrera-Salazar 
(2009), quien evaluó la eficacia de cebos granulados que contenían un extracto de neem, levadura 
(1% ó 5% cada uno) o el antagonista del jardín fúngico Trichoderma (7,01 × 107 esporas mL-1) junto 
con diferentes atrayentes (citropulpa, extracto alcohólico de cáscaras de naranja y follaje de cítricos) 
para combatir colonias de A. cephalotes. La prueba resultó en que el extracto alchólico de cáscaras 
de naranja como atrayente y los ingredientes activo de neem (1%) ó Trichoderma spp. (7,01 × 107 
esporas mL-1) permitieron reducir significativamente el forrajeo de las hormigas cortadoras de hojas, 
ya que los promedios de forrajeo fueron de 9,43 hasta 13,27 hormigas min-1 en el sitio de muestreo. 
Otro trabajo es el de Jaccoud (1999), quien reporta una mortalidad elevada sobre obreras de una 
subcolonia de Atta sexdens rubropilosa sin reina al probar cebos con esporas secas (DS, del inglés 
dry spores) o esporas secas + polvo de cítricos (CP, del inglés citrus powder) de M. anisopliae a 0,5 g 
a 0,05 g aplicados sobre los mini-nidos durante un periodo de 37 días28. El autor menciona que con 
ambos cebos se alcanzó una mortalidad significativa (p < 0,001), que fue de 100% con 0,5 g DS al día 
37; mientras que los tratamientos 0,05 g DS y 0,5 g CP alcanzaron mortalidades de 64,5%±15,4 y 
45,2%±17,3, respectivamente en el último día de revisión; el tratamiento 0,05 g CP generó una 
mortalidad menor al 10% que se mantuvo desde el día 16 hasta el final de ensayo; y el control 
negativo alcanzó una mortalidad natural de (1,4±0,1) %. Adicionalmente, la recuperación de esporas 
de M. anisopliae fue superior al 80% las primeras 4 semanas (27 días) de evaluación sobre los 
cadáveres, pero decayó sustancialmente al día 31 y fue mínimo al día 37 con CP 0,5 g.  
                                                          
28 Los datos generados en el trabajo de Jaccoud (1999) fueron transformados al log10 para proceder a hacer 
los análisis estadísticos respectivos. 
115 
 
Con los valores obtenidos, el científico conjeturó que el hecho de que se haya generado mayor grado 
de mortalidad en los tratamientos con esporas secas que los tratamientos de esporas secas + polvo 
de cítricos se debe a diferencias en los niveles de estrés en los individuos que causó la sola presencia 
de las esporas secas y generó una disrupción social dentro de los mini-nidos para causar una efectiva 
mortalidad, dado que el formulado con polvo de cítricos pudo ser más fácilmente manipulado, 
tomando en cuenta que el tamaño de las partículas en cítricos es mayor que el de las esporas y la 
elevada humedad en los nidos pudo agrupar en menor medida las esporas secas que las de cítricos. 
Otros aspectos que se deberían considerar cuando se hacen formulaciones con HEP son: 1) vida 
media del bioproducto: el uso de de propágulos de conidias o blastósporas de un micoinsecticida 
debe tener una vida media apropiada para tener una pérdida mínima de viabilidad de al menos un 
año para uso comercial en campo tomando en cuenta factores abióticos como temperatura, luz y 
humedad; 2) formulación, adyuvantes y adherencia: este es un factor importante porque se decide 
si el producto será preparado como polvo técnico, polvo mojable, aspersión aceitosa o incorporando 
las esporas con un acarreador sólido, por lo que es importante comprender la forma en que el 
patógeno interactúa con su hospedero o responde a su ambiente; y 3) persistencia del formulado 
en el hábitat del insecto-blanco: la persistencia de los propágulos fúngicos en el ambiente es variable 
que repercute en la eficacia del micoinsecticida, sea por la topografía del lugar donde se aplica, la 
temperatura, la exposición a luz UV y el grado de precipitación del sitio (Jackson et al., 2010). 
Basados en estos supuestos, considerando que la detección de entomotoxicidad de los seis posibles 
HEP es uno de los factores limitantes; también sería conveniente incorporar algún método para 
cuantificar los propágulos viables de conidias por unidad de volumen a partir de un ensayo de 
germinación de esporas, ya que las mismas son las que inciden en la toxicidad de insecto-blanco 
(Inglis et al., 2012; Onofre et al., 2011). Además, se ha reportado que chequear que la viabilidad de 
las esporas sea igual o superior a 90% antes de establecer un bioensayo la da mayor veracidad a los 
ensayos in vitro cuando se desea reconocer si un aislamiento en particular puede ocasionar una 
enfermedad comunicable sobre un plaga en particular, ya que si la viabilidad de las conidias no es 
apropiada, lo más recomendable es repetir el ensayo con cultivos fúngicos frescos (Devi et al., 2008). 
Se debe hacer la salvedad de que aunque los aislamientos de posibles entomopatógenos fueron 
altamente virulentos mediante las pruebas de laboratorio en que se ensayaron diferentes grupos 
de obreras de A. cephalotes; en campo es posible que tales resultados varíen, dado que se debe 
incorporar el factor de inmunidad social y comportamiento de allo-grooming de los individuos 
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dentro de su colonia, cuya variable podría generar resultados incosistentes al probar los hongos o 
cepas de B. thuringiensis en fincas experimentales (Liu et al., 2003). Bajo esta disertación, la 
recomendación sería hacer pruebas preliminares in vitro en colonia; y pruebas en campo a posteriori 
en hormigueros de fincas específicas para conocer si los entomopatógenos designados como 
promisorios mantienen su letalidad sobre colonias de hormigas, y de esa manera ir pensando en el 
mejor método de aplicación que asegure que los agentes de biocontrol van a infectar a las zompopas 
en su ambiente natural (Johny et al., 2012). 
El éxito en la aplicación de agentes de biocontrol con hongo entomopatógenos se relaciona con la 
identificación y comprensión de los mecanismos de acción de cada hongo o el efecto bactericida de 
Bt, situación que ha sido difícil de establecer no sólo por la complejidad social de un insecto como 
las hormigas forrajeras, sino también por factores bióticos y abióticos y los microorganismos 
competidores asociados a las colonias que podrían inhibir o mermar la efectividad de los bio-
productos; por tanto, se presenta una urgencia por identificar con anticipación las relaciones 
beneficiosas y/o deletéreas de los microorganismos presentes en las colonias de Atta/Acromyrex y 
conocer las características propias de la región de aplicación (suelo, precipitación y humedad), las 
cuales son elementos relevante para estimar si los biocontroladores podrían alcanzar una elevada 
bioeficacia para el combate efectivo y eficiente de colonias de zompopas (Shahid et al., 2012). 
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ANEXOS 
ANEXO 1 
Frotis preparados de las concentraciones más alta (1000 µg mL-1) y más baja (0,1 µg mL-1) para 
conocer la proporción del complejo espora-cristal de las 15 cepas más promisorias de Bacillus 
thurigiensis procedentes de colonias de Atta colombica 
 
Figura 26. Vista microscópica de los frotis preparados para las 15 cepas más promisorias de B. thuringiensis 
que se probaron en los bioensayos de ingestión de dieta sólida sobre zompopas forrajeras de A. cephalotes a 
concentraciones de 1000 ó 0,1 µg mL-1 del liofilizado del complejo espora-cristal. A) LC50 de Bti empleada como 
control biológico positivo en los bioensayos, B y C) Bt19 a 1000 y 0,1 µg mL-1, D y E) Bt42 a 1000 y 0,1 µg mL-
1, F y G) Bt34 a 1000 y 0,1 µg mL-1, H e I) Bt44 a 1000 y 0,1 µg mL-1, J y K) Bt20 a 1000 y 0,1 µg mL-1, L y M) Bt27 
a 1000 y 0,1 µg mL-1, N y Ñ) Bt45 a 1000 y 0,1 µg mL-1, O y P) Bt28 a 1000 y 0,1 µg mL-1, Q y R) Bt40 a 1000 y 
0,1 µg mL-1, S y T) Bt38 a 1000 y 0,1 µg mL-1, U y V) Bt47 a 1000 y 0,1 µg mL-1, W y X) Bt21 a 1000 y 0,1 µg mL-
1, Y y Z) Bt26 a 1000 y 0,1 µg mL-1, A-1 y B-1) Bt29 a 1000 y 0,1 µg mL-1, C-1 y D-1) Bt33 a 1000 y 0,1 µg mL-1. 
ANEXO 2 
Prueba de virulencia preliminar con 7 cepas comerciales de Bacillus thuringiensis subs. 
israelensis empleadas para conocer la bioactividad contra zompopas 
Para seleccionar una posible cepa control positivo de B. thuringiensis para darle mayor veracidad a 
los resultados que se obtuvieran en los bioensayos finos con las cepas de B. thuringiensis aisladas 
de colonias de Atta colombica, se eligieron aleatoriamente 7 cepas (del total de 14 cepas de Bti de 
la colección perteneciente al grupo de Control Biológico del CIBCM, UCR) y se ensayaron al igual que 
se montaron los bioensayos de ingestión de la sección de metodología para evaluar las 15 cepas 
autóctonas más activas de B. thuringiensis; y cuyos resultados de la prueba ANOVA de una vía y 
Post-Hoc de Tukey se muestran en la figura 27. 
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Figura 27. Gráficos de barras de intervalos de confianza del 95% de las 7 cepas comerciales de B. thuringiensis 
subs. israelensis probadas en un bioensayo preliminar para conocer cuál(es) fueron más bioactivas para 
combatir las zompopas obreras de A. cephalotes y seleccionar a una de las cepas como posible control 
biológico positivo en el bioensayo fino con las cepas de Bt aisladas de colonia. 
De acuerdo con el gráfico de barras, se observa sí habían diferencias estadísticas entre los diferentes 
tratamientos en consideración (p < 0,000, con una variabilidad del error de 13%) que el orden por 
letras generado de la prueba Tukey indica que las cepas más similares al control positivo químico 
con ácido bórico al 1 mmol mL-1 (x ̄= 100% de mortandad acumulada) fueron Bti2B (x ̄= 67,00%), 
Bti3A (x ̄= 66,67%), Bti1B (x ̄= 57,30%), Bti4 (x ̄= 46,00%) y Bti1A (x ̄= 45,33%). Por su parte, las cepas 
Bti4 (x ̄= 42,67%) y Bti1A (x ̄= 42,00%) fueron más similares al control negativo (x ̄= 13,33%). 
Después de conocer estas diferencias, paralelamente se preparó un bioensayo fino con diferentes 
concentraciones decimales desde 1000 hasta 0,1 µg mL-1 del liofilizado obtenido de estas cepas 
comerciales para comprobar si las mismas se ajustaban a la prueba Probit y qué valores de 
concentración subletal se obtenía para cada una de estas cepas, como aprecia en la figura 28. 
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Figura 28. Gráficos de supervivencia derivados de la prueba Probit para estimar las concentraciones 
letales medias de las diferentes cepas comerciales de Bacillus thuringiensis subs. israelensis 
probadas en bioensayo con concentraciones decimales, para definir una posible cepa como control 
biológico positivo en los bioensayos de ingestión con las cepas nativas de B. thuringiensis aisladas 
de las colonias de A. colombica. A) Bti1A, B) Bti1B, C) Bti2B, D) Bti2D, E) Bti3A, F) Bti3B, G) Bti4. 
A partir de los gráficos de supervivencia y los percentiles derivados de los mismos, una vez que los 
datos fueron transformados al log10 para estimar la concentración subletal, se obtuvo que las cepas 
que presentaron diferencias significativas (p < 0,05) entre las concentraciones probadas fueron 
Bti1A, Bti1B, Bti2D y Bti4. De estas 4 cepas, únicamente la cepa Bti1A se ajustó a la prueba de Probit 
en 74,5%, de acuerdo con los métodos de Deviance y Pearson; por lo que la dosis letal media 
calculada de esta cepa (1,28±2,667 µg mL-1) fue la que se utilizó como control biológico positivo. 
ANEXO 3 
Ilustraciones de la colección de microhongos aislados de colonias de Atta colombica sometidos a 
1×104 esporas µL-1 en pruebas de patogenicidad con obreras de A. cephalotes y colocados en 
cámara húmeda para observar la fase saprófita. 
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Figura 29. Vista macroscópica de la colección de 30 microhongos reactivados en medio PDA utilizado para 
establecer los bioensayos de patogenicidad contra obreras forrajeras de tamaño intermedio de Atta 
cephalotes. A) cepa de referencia de Metarhizium anisopliae var. anisopliae DSMZ empleada como control 
biológico positivo, B) LD10314, C) 29BB, D) 29AI, E) 29S, F) 27A, G) 29N, H) 30U, I) 29BC, J) 29Z, K) 29AG, L) 
29P, M) 28I, N) 28Y, O) 29AS, P) 29AA, Q) 28AQ, R) 29J, S) 29AC, T) 29AX, U) 28AM, V) 29AL, W) 29AB, X) 28H, 
Y) 29Ñ, Z) 30Y, A-1) 30Ñ, B-1) 28E, C-1) 30AK, D-1) 30N, E-1) 29K. 
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Figura 30. Vista macroscópica del proceso de micosis producido por la colección de 30 códigos de hongos 
evaluados sobre obreras de Atta cephalotes sometidas a una prueba de patogenicidad con inóculos de 1×104 
esporas µL-1 (1,5 X de magnificación en estereoscopio) y dispuestas en cámara húmeda. A) cepa de referencia 
de Metarhizium anisopliae var. anisopliae DSMZ, B) LD10314, C) 30U, D) 30Ñ, E) 30N, F) 30AK, G) 29S, H) 29P, 
I) 29K, J) 29J, K) 29BB, L) 29AX, M) 29AL, N) 29AI, Ñ) 29AC, O) 29AB, P) 29AA, Q) 29Z, R) 29N, S) 29BC, T) 28I, 
U) 28H, V) 28E, W) 28AQ, X) 28AM, Y) 27A, Z) 28Y, A-1) 29AG, B-1) 29AS, C-1) 29Ñ, D-1) 3OY. 
ANEXO 4  
Gráficos de probabilidad generados a partir de los análisis Probit con los bioensayos finos de las 
15 cepas de B. thuringiensis y 6 códigos de hongos promisorios y con bioactivdad para combatir 
obreras de A. cephalotes 
Para estimar las concentraciones/ dosis subletales de las diferentes cepas de Bt o microhongos que 
presentaron mayor mortalidad en los bioensayos burdos desarrollados (por Fabián Cerdas y Esteve 
Mesén), fue necesario obtener gráficos de probabilidad de ajuste a la prueba de Probit y gráficos de 
supervivencia, los cuales se presentan en las figuras 31 (B. thuringiensis) y 32 (HEP prometedores). 
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Figura 31. Resumen gráfico de las regresiones lineales de Probit (probabilidad del 95%) de cada una de las 15 
cepas de B. thuringiensis seleccionadas por su actividad tóxica obtenida en los bioensayos burdos y una cepa 
comercial de B. thuringiensis subs. israelensis activa contra zompopas y usada como control positivo biológico 
en los bioensayos, para estimar la concentración letal media (LD50) de cada cepa: A) Bti1A, B) Bt26, C) Bt42, 
D) Bt20, E) Bt21, F) Bt28, G) Bt29, H) Bt34, I) Bt44, J) Bt33, K) Bt45. 
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Figura 32. Gráficos de probabilidad deriviados de la prueba Probit (95% de confianza) de cada uno de los 6 
hongos entomopatógenos promisorios para estimar las dosis letales medias (LD50): A) cepa de referencia de 
M. anisopliae, DSMZ; B) 29AL, C) 30N, D) 29AI, E) 27A, F) 30U y G) LD10314. 
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ANEXO 5 
Resultados preliminares sobre el bioensayo para estandarizar la prueba contacto-dependiente 
con microinóculos de conidias con placa Petri vs. tubo tipo eppendorf 
Miguel Pacheco y Esteve Mesén seleccionaron y reactivaron 4 códigos hongos cada uno (2 microhongos con 
alta capacidad infectiva probada previamente y 2 cepas que presentaron una bioactividad más baja) en medio 
PDA. Seguidamente, se establecieron bioensayos contacto-dependientes de esporas, aplicando 1 µL de 
solución de esporas disuelto en Tween 80® 0,01% (v/v) sobre el mesotórax de zompopas forrajeras, tal como 
se mencionó en los métodos mencionados en este trabajo; y cada hormiga fue despuesta individualmente en 
en placas Petri o en tubos tipo eppendorf de 2 mL para comparar cuán efectivos fueron ambos métodos. 
Luego de recoger los resultados de ambas pruebas post-incubación de las unidades experimentales por 7 días, 
se llevaron a cabo análisis One-Way ANOVA para hacer comparaciones múltiples dentro de grupos y una 
prueba de t de Student para los 2 promedios de mortalidad acumulada bajo ambos métodos de inoculación 
de las zompopas para hacer comparaciones entre ambos grupos de bioensayos (Figura 33 vs Figura 34). 
 
Figura 33. Gráfico Box-Plot de la mortalidad producida por las cepas de hongo ensayadas sobre obreras 
forrajeras de Atta cephalotes (n = 10, r = 3) bajo bioensayo en placa Petri. 
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Figura 34. Gráfico Box-Plot de la mortalidad producida por las cepas de hongo ensayadas sobre obreras 
forrajeras de Atta cephalotes (n = 10, r = 3), mediante un bioensayo en tubo tipo eppendorf. 
Tal como se aprecia en las figuras 33 y 34, ambos métodos presentaron diferencias estadísticamente 
significativas (p < 0,05) al proceder a preparar el análisis de varianza ANOVA de una vía (una vez que 
se verificaron los supuestos estadísticos de parametricidad). Ahora bien, si se compara el grado de 
infectividad de las cepas probadas bajo ambos métodos, se observó que las cepas de hongos 
estadísticamente más bioactivas contra las obreras fueron 2AM, 2BW y 30U (mortalidad promedio 
por triplicado entre 80-100%), seguidas la cepa control positivo DSMZ (x ̄ = 80-87%) y el código 
LD10314 (x ̄= 70-80%). En este caso, los controles negativos favorecieron más el alcance de valores 
de mortandad natural más bajo en tubo eppendorf (x ̄= 13%) que en placa Petri (x ̄= 20%). 
 
Figura 35. Gráfico Box-Plot de los resultados parciales obtenidos al comparar la mortalidad total de los 
tratamientos y controles evaluados mediante dos técnicas experimentales (tubo tipo eppendorf o placa Petri). 
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Finalmente, para comparar si había suficiente evidencia estadística para asegurar que habían 
diferencias globales entre los contenedores utilizados para almacenar a las obreras sometidas a los 
diferentes tratamientos con los hongos, se procedió a hacer una prueba de t de Student para 
comparar los promedios acumulados de los 2 métodos (Figura 35) y se averiguó que la probabilidad 
de que ambos métodos fueran iguales estadísticamente fue de 67,9% (t = 0,42 – p = 0,679), por lo 
que se descarta la hipótesis alternativa y se puede asumir que ambos métodos son similares, tanto 
a nivel de la patogenicidad alcanzada por los 8 grupos de hongos probados, como la mortalidad 
natural del control negativo o la alcanzada por el control positivo DSMZ. 
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